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RESUMEN 
 
Desde la antigüedad las plantas han sido utilizadas en la medicina tradicional por sus 
diversas propiedades terapéuticas (antiparasitarios, antimaláricos, antitumorales, antiviral 
y antibacterianos, entre otros); la producción de medicamentos a partir de ellas y su uso 
para la prevención, atenuación o curación de enfermedades dieron lugar a la fitoterapia y 
ha ido sentando las bases de la farmacopea actual. Sin embargo, todavía hay numerosas 
plantas a las cuales aún no se les ha examinado totalmente su potencial como plantas 
medicinales. De acuerdo con esta información, el objetivo del presente proyecto consistió 
principalmente en determinar la actividad antifúngica in vitro de extractos crudos y 
formulados de Euphorbia tirucalli sobre aislados clínicos de dermatofitos, sino también 
de evaluar la toxicidad, citoprotección y fotoprotección de las particiones con mayor 
actividad biológica. En efecto, las cepas clínicas de dermatofitos se obtuvieron desde 
noviembre de 2017 a  julio de 2018, mediante un estudio epidemiológico realizado en la 
zona metropolitana de Nuevo León. Las muestras se aislaron de pacientes con signos y 
síntomas compatibles con la infección por dermatofitos en las uñas y los pies. De los 168 
pacientes, 140 (83.33%) fueron diagnosticados con micosis y el 22.02% de las 
infecciones se debieron a los dermatofitos. Los dermatofitos aislados fueron 
Trichophyton rubrum (45%), T. interdigitale (23%), Epidermophyton floccosum (9%), T. 
tonsurans (7%), T. schoenleinii (5%) y Trichophyton spp. (11%); La forma clínica más 
frecuente fue la Tinea pedis (59,46%) asociada a la ocupación laboral de los pacientes. La 
Tinea unguium mostró una correlación con el SIDA, diabetes, hipertensión, hipotensión y 
edad, respectivamente. La actividad antifúngica, se evaluó  sobre Trichophyton rubrum, 
T. interdigitale, con las particiones de E. tirucalli; demostraron actividad 
antidermatofiítica frente a T. rubrum y T. interdigitalis con una CMI de 125 y 500 µg/mL 
respectivamente con la partición etanólica y de 125 µg/mL para las dos cepas con la 
partición metanólica. Como control positivo se utilizó el clotrimazol que presentó un una 
CMI de 0.1 µg/mL frente a T. rubrum y 0.0004 µg/mL frente a T. interdigitalis. Se 
formularon en nanoparticulas poliméricas (cinco lotes), únicamente con la partición 
metanólica, la cual presentó mayor actividad biológica frente a las cepas de interés; se 
obtuvieron NP-Ext del tamaño varió entre 90.257±0.935 y 93.737 ± 1.285, el IPD entre 
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0.125±0.001 y 0.187±0.006, el potencial Z, entre 5.45±0.435 y -7.797±1.150 (p>0.05). 
Con respeto la cuantificación del extracto formulado, los lotes presentaron un porcentaje 
de encapsulación bajo de 2.86 a 3.13%; sin embargo, se obtuvo una mejoría en la CMI y 
en la CMF de las NP-Ext frente a las dos cepas dermatofíticas empleadas, las cuales 
correspondieron a 55.55 y 250 µg/mL para T rubrum, de 0.1 y 71.43 Para T. interdigitalis, 
respectivamente.   Por otro lado, el perfil fitoquímico de las particiones  reveló la 
presencia de esteroles, terpenos, taninos, flavonoides y sesquiterpenos, carbohidratos y 
grupos carboxilos. Mediante el modelo de Artemia salina, se obtuvo que las particiones 
metanólicas y etanólicas eran moderadamente tóxicas, con una DL50 de 144.77 y 189.54 
ppm, respectivamente. La prueba de citoprotección reveló que son potencialmente 
citoprotectoras dosis-dependiente, alcanzando el 99% de citoprotección a 1000 ppm, lo 
cual se presume está relacionada con su contenido en polifenoles, respectivamente de 
3.52 y 19.46 µg EAG/mg. La prueba de fotoprotección exhibió que estos últimos son 
fotoprotectores frente a las radiaciones UV-B, alcanzando un FPS > 9 y >18; lo que 
permite su aplicación como fotoprotectores biológicos. Dichos resultados se fundamentan 
con la presencia de metabolitos secundarios relacionados con cada actividad biológica.  
ABSTRACT 
Plants have been used in traditional medicine since ancient times for their various 
therapeutic properties (antiparasitic, antimalarial, antitumor, antiviral and antibacterial, 
among others); the production of medicines from them and their use for the prevention, 
attenuation or cure of diseases gave rise to phytotherapy and has been laying the 
foundations of the current pharmacopoeia. However, there are still numerous plants that 
have not yet been fully examined for their potential as medicinal plants. According to this 
information, the objective of this project consisted mainly of determining the in vitro 
antifungal activity of crude and formulated extracts of Euphorbia tirucalli on clinical 
isolates of dermatophytes, but also of testing the toxicity, cytoprotection and 
photoprotection of the partitions with the highest biological activity. Indeed, the clinical 
strains of dermatophytes were obtained from November 2017 to July 2018, through an 
epidemiological study carried out in the metropolitan area of Nuevo León. Samples were 
isolated from patients with signs and symptoms consistent with dermatophyte infection of 
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the nails and feet. Of the 168 patients, 140 (83.33%) were diagnosed with mycosis and 
22.02% of the infections were due to dermatophytes. The isolated dermatophytes were 
Trichophyton rubrum (45%), T. interdigitale (23%), Epidermophyton floccosum (9%), T. 
tonsurans (7%), T. schoenleinii (5%) and Trichophyton spp. (11%); The most frequent 
clinical form was Tinea pedis (59.46%) associated with the occupational occupation of 
the patients. Tinea unguium showed a correlation with AIDS, diabetes, hypertension, 
hypotension, and age, respectively. With regard to antifungal activity, a strain of T. 
rubrum and T. interdigitale was selected. Said partitions demonstrated antidermatophytic 
activity against T. rubrum and T. interdigitalis, whose MICs were 125 and 500 µg / mL 
respectively with the ethanolic partition and 125 µg / mL for the two strains with the 
methanolic partition. Clotrimazole was used as a positive control, which presented a MIC 
range of 0.1 µg / mL against T. rubrum and <0.0004 µg / mL against T. interdigitalis. 
With respect to nanoparticles, only the methanolic partition was formulated, which 
presented greater biological efficacy against the strains of interest; NP-Ext sizes varied 
between 90.257 ± 0.935 and 93.737 ± 1.285, the IPD between 0.125 ± 0.001 and 0.187 ± 
0.006, the Z potential, between 5.45 ± 0.435 and -7.797 ± 1.150 (p> 0.05). Regarding the 
quantification of the formulated extract, the batches presented a low encapsulation 
percentage of 2.86 to 3.13%; however, an improvement was obtained in the MIC as in the 
CMF of the NP-Ext against the two dermatophytic strains used. Said MIC and CMF were 
55.55 and 250 µg / mL for T rubrum, 0.1 and 71.43 for T. interdigitalis, specifically. On 
the other hand, the phytochemical profile revealed the presence of sterols, terpenes, 
tannins, flavonoids and sesquiterpenes, carbohydrates and carboxyl groups. Using the 
Artemia salina model, it was obtained that the methanolic and ethanolic partitions were 
moderately toxic, with an LD50 of 144.77 and 189.54 ppm, respectively. The 
cytoprotection test revealed that they are potentially dose-dependent cytoprotective, 
reaching 99% cytoprotection at 1000 ppm, which is presumed to be related to their 
polyphenol content, respectively 3.52 and 19.46 µg EAG / mg. The photoprotection test 
showed that the latter are photoprotective against UV-B radiation, reaching an SPF> 9 
and> 18; which allows its application as biological photoprotectors. These results are 
based on the presence of secondary metabolites related to each diological activity. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Desde la era prehistórica, las plantas han sido usadas como fuentes medicinales. Hasta la 
fecha, una innumerable cantidad de principios activos se han utilizado en la farmacología 
(Joshi et al. 2018). Con respecto a E. tirucalli (árbol de los dedos), es una planta muy 
usada en medicina tradicional Africana, Brasileña e India, para tratar tumores, 
excrecencias, entre otros. (Lorenzo‐Cáceres 2016; Falasca 2016). Coloquialmente 
conocida como planta milagrosa, varios trabajos científicos han comprobado el potencial 
biológico de dicha planta. En efecto, estudios previos apoyan que los extractos cetónicos 
de E. tirucalli tienen un efecto antimicrobiano (Meccia et al. 2008), que el extracto con 
éter de petróleo presenta una actividad antiparasitaria contra las larvas de mosquitos, 
actividad anti inflamatoria y analgésica (Mwine et al 2010; Prabha et al. 2008). También 
se demostró que los extractos con acetona, hexano, metanol, cloroformo y éter de 
petróleo de los tallos de E. tirucalli poseen actividad antimicrobiana (Andrea et al. 2016). 
Donde la necesidad de seguir buscando nuevos atributos biológicos a dicha planta. 
 
Las dermatofitosis o tiña, son hongos capaces de afectar diferentes partes del cuerpo, 
causando así una variedad de formas clínicas; dichas infecciones fúngicas son las más 
comunes en el mundo. Según la OMS, las tiñas representan del 5 al 10% de todas las 
micosis superficiales (Arenas 2002; Pires et al. 2014). Particularmente en México, las 
infecciones dermatofíticas constituyen del 70 al 80% de todas las micosis con una 
frecuencia del 5% en las consultas dermatológicas (Secretaría de Salud 2008). Es 
importante mencionar que en los últimos años, se ha registrado un incremento en la 
frecuencia de las dermatofitosis, en el número de casos de ésta enfermedad con fallas 
terapéuticas (siendo los azoles y alilaminas los principales antifúngicos). También se ha 
reportado un aumento de casos de zoonosis y de casos crónicos en pacientes con 
enfermedades crónico degenerativas (Rudramurthy et al. 2018). De acuerdo con 
Ghannoumy et al. 2016, dichos incrementos están directamente  relacionados a la baja 
biodisponibilidad de los antifúngicos  y  la alta toxicidad (in vivo) de las moléculas 
biológicamente activas frente a dichos hongos (Ghannoum 2016; Martinez-Rossi et al. 
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2008). Por lo tanto, es importante proponer soluciones alternativas para remediar  este 
tipo de problema. 
 
Debido a que el uso popular de plantas medicinales evidencia su potencial curativo, es 
necesario seguir realizando investigaciones científicas adecuadas que utilicen modelos 
experimentales válidos para demostrar el uso terapéutico de las plantas, o incluso para 
contribuir a la formulación de nuevos medicamentos (Heinrich y Gibbons, 2001). Con 
relación a eso, el presente trabajo consistió en evaluar la actividad antifúngica in vitro de 
diferentes extractos obtenidos de E. tirucalli, así como sus formulados respectivos sobre 
aislados clínicos de dermatofitos, aunado a evidenciar la toxicidad y actividad 

























El uso de las plantas con fines terapéuticos se remonta desde hace más de 10 mil años 
(Yesilada, 2005) con evidencia en la lucha contra padecimientos humanos. En efecto, las 
plantas contienen metabolitos secundarios que son importantes en la protección natural 
del cuerpo humano y tratamientos de enfermedades; dando la necesidad de investigar las 
propiedades curativas de algunas plantas, con el fin de encontrar sustancias 
biológicamente activas, para el tratamiento de enfermedades que afectan al hombre  
(infecciones microbianas, fúngicas, entre otros) (Joshi et al. 2018; Rafiee et al. 2019). 
En las últimas tres décadas, ha renacido el interés por los productos naturales y sus 
posibles aplicaciones en la industria farmacéutica en la búsqueda de nuevos 
medicamentos más eficientes. Es importante señalar que cerca de 30% de los fármacos 
empleados en los países industrializados se han sintetizado a partir de productos 
vegetales, por lo que podemos considerar las plantas como fuente importante para la 
producción de medicamentos (Butler 2015).. 
Por otro lado, el número de casos de micosis con falla terapéutica se ha incrementado en 
el mundo, lo cual se atribuyó a una deficiencia en la función inmunológica, baja 
biodisponibilidad de los antimicóticos y la alteraciones en el metabolismo de los 
antifúngicos (Martinez-Rossi et al. 2008). El tratamiento actual de la dermatofitosis se 
realiza entre 2 a 6 meses en función de la gravedad de la infección; tiempo relativamente 
largo durante el cual se puede presentar algunas fallas en su efectividad sobre algunos 
pacientes; por lo cual es necesario seguir buscando soluciones alternativas en  la cura de 
este tipo de enfermedades, seleccionando con cuidado el principio activo (extracto, 
fracción o molécula con actividad biológica); es decir aquellos que tienen un efecto 
nocivo mínimo reducido sobre el hospedero y actividad considerable sobre el agente 















Los diferentes extractos obtenidos de E. tirucalli poseen actividad antifúngica frente a 
aislados clínicos de dermatofitos (Trichophyton rubrum, .T mentagrophytes) y los 
extractos formulados en nanopartíclas tienen mayor efecto que los extractos crudos. 
  





Evaluar la actividad antifúngica de extractos crudos y formulados en nanopartículas 





! Aislar e identificar dermatofitos a partir de muestras de pacientes con signos y 
síntomas compatibles con dermatofitosis en la zona metropolitana de Nuevo 
León, y establecer la epidemiología de los dermatofitos en la población estudiada. 
! Colectar y obtener extractos (particiones) de E. tirucalli (hexano, cloroformo, 
etanol y metanol). 
! Evaluar la actividad antifúingica de extractos de E. tirucalli sobre aislados 
clínicos de dermatofitos y determinar la concentración mínima inhibitoria de los 
extractos más activos. 
! Determinar el perfil fotoquímico, evaluar la actividad toxica (citotoxicidad y 
toxicidad sobre Artemia salina), citoprotectora y fotoprotectora de extractos de 
E.tirucalli con actividad antifúngica. 
! Formular en nanopartículas poliméricas los extractos más activos de E. tirucalli y 









CAPÍTULO I: ESTUDIO EPIDEMIOLÓGICO SOBRE LAS 





Las infecciones cutáneas causadas por dermatofitos (también conocidos como Tinea) son 
las micosis superficiales más frecuentes en México, ya que representan del 70 al 80% de 
todas las micosis reportadas. En los últimos años, la tasa de Tinea pedis ha aumentado en 
México al igual que Tinea unguium (51% y 27% respectivamente), siendo Trichophyton 
rubrum y T. mentagrophytes var. interdigitale los agentes etiológicos más frecuentes. En 
el presente estudio, se determinó la prevalencia de infecciones por dermatofitos en la 
población de la zona metropolitana de Nuevo León, México, correlacionando esta 
infección con factores de riesgo como edad, sexo, diabetes, SIDA, hiper e hipotensión. 
Este estudio se realizó desde noviembre de 2017 hasta julio de 2018, a través de un 
diseño epidemiológico analítico y transversal. Las muestras se aislaron en escuelas, 
centros médicos, hogares de ancianos y centros podológicos, de individuos (de 13 a 98 
años) que presentan signos y síntomas compatibles con la infección por dermatofitos en 
las uñas y los pies. De los 168 pacientes, 140 (83.33%) fueron diagnosticados con 
micosis y el 22.02% de las infecciones se debieron a los dermatofitos. Los dermatofitos 
aislados fueron T. rubrum (45%), T. interdigitale (23%), Epidermophyton floccosum 
(9%), T. tonsurans (7%), T. schoenleinii (5%) y Trichophyton spp. (11%); La forma 
clínica más frecuente fue la Tinea pedis (59,46%) asociada a la ocupación laboral de los 
pacientes. La Tinea unguium mostró una correlación con el SIDA, diabetes, hipertensión, 







I.2  Introducción 
 
Las dermatofitosis son micosis superficiales que afectan la piel y sus anexos, uñas y pelos 
(Sánchez-Saldaña  y Matos-Sánchez 2009). Estas patologías son comúnmente conocido 
como "Tinea" o tiña y son causadas por un grupo de hongos llamados dermatofitos, que 
pertenecen al filo de la Ascomycota. Una vez que se produce la infección, estos hongos 
permanecen en las capas queratinizadas y ocasionan la producción de síntomas y signos 
típicos (comezón, descamación, inflamación, eritema, etc.). Estas infecciones pueden 
estar influenciadas por una amplia gama de factores, incluyendo la ocupación laboral, la 
ubicación geográfica, la inmunosupresión, la diabetes, la edad, el sexo, etc. (Isabel et al. 
1841; Sánchez-Saldaña y Matos-Sánchez, 2009). 
Siendo un problema cosmopolita que predomina en áreas tropicales con climas cálidos y 
húmedos en todo el mundo (Secretaría de Salud 2008), las tiñas representan del 5 al 10% 
de la micosis superficial según OMS (Arenas  2002). La prevalencia global estimada de 
las onicomicosis oscila entre el 2 y el 13%, pero puede alcanzar del 30 al 60% para las 
personas mayores de 70 años. Las onicomicosis representan del 30 al 40% de las 
infecciones micóticas superficiales (Pérez et al. 2011). En la Ciudad de México, se 
informó que la tasa de onicomicosis alcanzó el 27.1% en 2014. (A. Bonifaz et al., 2008). 
En los países desarrollados, la Tinea pedis representa un problema potencial con 
predominio en entornos urbanos; se considera como una de las dermatofitosis más 
frecuentes del mundo (Puig y Rull 2011). En particular, la frecuencia de Tinea pedis fue 
del 51% en la Ciudad de México en 2014 (Secretaría de Salud, 2008). 
 
El análisis epidemiológico de una enfermedad permite conocer sus posibles reservorios, 
rutas de transmisión y factores de riesgo. Este tipo de información es útil para diseñar 
estrategias y diagnósticos preventivos más efectivos, contribuyendo así al control de la 
enfermedad (Pratt 1964). Sin embargo, las infecciones por dermatofitos no han generado 
suficiente interés epidemiológico como otras micosis, quizás porque su diagnóstico y 
tratamiento no son demasiado complejos; incluso han sido descuidados debido a su 
capacidad reducida para producir infecciones invasivas, aunque hay algunos informes de 
dermatofitosis grave en pacientes inmunodeprimidos (Isabel et al. 1841). 
	11	
 
En este trabajo se realizó un estudio epidemiológico sobre la dermatofitosis en la zona 
metropolitana de Monterrey (Nuevo León, México) para establecer su prevalencia 
general, los agentes causal en pacientes con presunción clínica de la enfermedad y los 
factores de riesgo relacionados a dicha enfermedad.  
 
I.3  Materiales y métodos  
 
El estudio se llevó a cabo en un período de 8 meses (desde noviembre de 2017 hasta julio 
de 2018); se basó en un diseño epidemiológico analítico y transversal, que incluyó a 168 
pacientes con signos y síntomas compatibles con infección por dermatofitos en uñas y / o 
pies. Los pacientes fueron seleccionados por muestreo secuencial con variables 
cualitativas (sexo, edad, diabetes, SIDA, hipertensión y hipotencióne). 
1. Diagnóstico 
El muestreo de pacientes se realizó a través de visitas semanales en diferentes 
municipios del área metropolitana de Nuevo León, México (Figura I.1). Los pacientes 
seleccionados fueron sometidos a una evaluación clínica usando un formato estándar 
(anexo 1) que incluía una combinación de variables epidemiológicas (e.j. ubicación 
geográfica, características clínicas, etc.). 
 
1.1 Toma de muestra 
Se tomaron muestras mediante biopsia de uñas y raspado de piel de pacientes que 
exhibían signos y síntomas sugestivos de infección por dermatofitos, es decir, picazón, 
hiperqueratosis, descamación, maceración de la piel, engrosamiento de las uñas y 
cambios de color ungueal.  
La toma de muestra se realizó como siguiente: para las onicomicosis distales y laterales 
(Figura II.2 y II.3), la muestra se obtuvo por raspado el lecho subungueal con una 
cucharilla de podología estéril, mientras que en las leuconoquias (manchas blancas 
superficiales), se raspó el área afectada con un bisturí o porta objeto estéril. Para las 
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dermatomicosis, la toma de muestra se realizó por biopsia, usando una pinza y/o un 
bisturí. 
Una vez obtenidas, las muestras fueron llevadas al laboratorio de Micología y 
Fitopatología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de 









Número de pacientes 
N:	168	
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Figura I.2. Casos clínicos de: (a, c) onicomicosis subungueal con distrofia total, (b) subungueal total con 
onicogrifosis , (f) subungueal total crónico. 
 
      





1.2 Examen microscópico directo 
 
El diagnostico microscópico directo se realizó con el hidróxido de potasio (KOH) al 
15%; dado que KOH es una base fuerte, disuelve los constituyentes celulares y dejando 
expuestos las estructuras compatibles a hongos (hifas, células, conidias). Por eso, se 
colocó el material sospechoso entre un porta y cubre objetos con una gota de KOH al 
15%, para una posterior observación al microscopio, 5 a 10 min después la exposición del 
material biológico (Figura I.4).  
               
 
Figura I.4: Diagnostico microscópico directo usando el KOH al 15% (40X) 
 
1.3 Diagnóstico de certeza/ cultivo 
 
Los cultivos se realizaron en el agar mycosel; se colocó un fragmento de uña o piel 
directamente sobre la superficie del medio estéril, y el inóculo se incubó por un periodo 







1.4 Identificación de agentes etiológicos 
La identificación de los agentes etiológicos se realizó mediante las características 
macroscópicas de las colonias, incluyendo: color, aspecto y color del pigmento 
producido; también se consideraron las características microscópicas de las colonias, 
incluyendo: i) la presencia de macroconidios, su disposición y morfología; ii) presencia 
de microconidios, su disposición y tamaño) presencia de clamidosporas, tipos de hifas 
(Figura I.6 y I.7). Dicha identificación fue de acuerdo con Arenas , Bonifaz y  el Manual 
of  Clinical Microbiology (Jorgensen, n.d.)(Arenas 2002; Bonifaz 2015; Jorgensen 2016). 
Los resultados del diagnóstico se correlacionaron con las diferentes enfermedades 
cronicó-degenerativas (es decir, diabetes, SIDA, hipotensión e hipertensión), así como 
con las ocupaciones laborales, particularmente, el grado de sudoración de los pies (alto, 
medio y bajo). 
 
• Trichophyton rubrum  
T. rubrum var. vellosa o aterciopelada. La colonia es de aspecto vellosa, algodonosa, 
blanca, seca y en algunas ocasiones con micelio color rosa; al reverso presenta un 
pigmento difuso color rojo vino.  
 
T. rubrum var. granulosa. La colonia es de aspecto pulverulento, blanca o blanco-
amarillenta, plana, ilimitada y prácticamente indistinguible de T. mentagrophytes; al 
reverso puede presentar o no pigmento rojo vino. 
 
Micromorfología: T. rubrum tiene abundantes hifas delgadas (var. vellosa) tabicadas, de 
alrededor de 2 µm de diámetro. Presenta muchos microconidios o microaleurioconidios, 
sobre todo en la variedad granulosa; éstos nacen de las hifas, es decir, de formación 
artrogénica, con aspecto piriforme o como “gotas”; miden entre 2 y 4 µm de largo y por 
lo regular se disponen de manera alterna (de cada lado de la hifa) en menor proporción se 
colocan en forma de “cruz de Lorena”. En colonias viejas los microconidios se ven 
sueltos. La mayoría de las cepas producen pocos macroconidios o están ausentes; son de 
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forma alargada, con un extremo redondeado, dando el aspecto de un puro, tienen 
superficie lisa y miden de 15 a 20 µm de largo por 4 a 6 µm de ancho. 
 
• Trichophyton tonsurans 
Macromorfología: la colonia se desarrolla en un tiempo promedio de 10 a 15 d, en medio 
de PDA de 25 a 28°C; es limitada, aterciopelada, beige o beige-café y puede presentarse 
de tres formas: acuminada, cerebriforme o crateriforme (para algunos autores Estas 
características determinan diferentes variedades). Al reverso de la colonia se observa un 
pigmento café-oscuro difuso, a veces con tonalidades ocre. 
 
Micromorfología: tiene hifas delgadas y tabicadas, un poco más gruesas que las de T. 
rubrum; cuando las cepas son viejas o con muchas resiembras, forman clamidoconidios 
(clamidosporas) intercalares o terminales. Presenta abundantes microconidios piriformes 
o en forma de lágrimas, un poco más grandes que las de T. rubrum, miden entre 3 y 6 µm 
de largo, se disponen por lo general en forma de “cruces de Lorena” (con un 
microconidio al término de la hifa) y el resto en forma paralela; es decir, su disposición 
es a la inversa de T. rubrum. Tiene escasos macroconidios en forma de “puros” de 
aproximadamente 15 a 20 µm de tamaño, y con tres a cuatro septos o lóculos. 
 
•  T.  mentagrophytes 
Incluye con dos variedades: mentagrophytes e interdigitale. 
T. interdigitale vellosa. La colonia es algodonosa, seca e ilimitada; por lo regular no 
formapigmentos, aunque hay algunas cepas (lacticolor) que dan un pigmento rojo vino. 
T. mentagrophytes granulosa. La colonia se presenta de aspecto pulverulento o polvoso, 
plana, seca, ilimitada, de color blanco o blanco-amarillento; en raras ocasiones también 
puede formar pigmentos. 
 
Micromorfología: T. mentagrophytes presenta abundante micelio delgado y tabicado, 
sobre todo la variedad vellosa. En la forma granulosa se forman gran cantidad de 
microconidios libres, redondos o piriformes; estos últimos pueden nacer en particular de 
las hifas, en forma alterna o en “cruces de Lorena”. Presenta escasos macroconidios en 
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forma de puro, de paredes lisas con dos a cuatro tabiques o lóculos y miden entre 20 y 40 
µm de largo por 6 a 8 µm de ancho. 
 
• Trichophyton schoenleinii 
Macromorfología: se desarrolla en un tiempo promedio de 10 a 15 d a temperatura entre 
25 y 28°C en medio de PDA y tiene un crecimiento lento. Las colonias son de forma de 
panal y un crecimiento subsuperficial; de color crema a amarillo a marrón anaranjado, 
planas y de aspecto velloso. No produce ninguno pigmento de difusión al reverso 
 
Micromorfología: No se observan macroconidios y microconidios en cultivos de rutina, y 
pueden existir numerosas clamidosporas.  se pueden observar las hifas de la "cabeza de 
clavo"/ "candelabros favic". 
 
• Epidermophyton floccosum 
Macromorfología: E. floccosum se desarrolla en un tiempo promedio de 10 a 15 d a 
temperatura entre 25 y 28°C en medio de PDA. Las colonias son limitadas, 
aterciopeladas, de color blanco-beige; en ocasiones pueden tomar aspecto crateriforme o 
cerebriforme; al reverso Presenta un pigmento difusible amarillo-verdoso. 
 
Micromorfología: tiene micelio delgado y tabicado. Sólo presenta macroconidios en 
forma de clavas o bastos, con una base delgada y un extremo romo; miden 
aproximadamente 20 a 40 µm de largo por 8 a 10 µm de ancho. Cuando las cepas son 
viejas, se observan abundantes clamidoconidios intercalares y terminales. 
 
• Hongos filamentuosos no dermatofitos 
Dichos agentes fúngicos se identificaron mediante el mismo protócolo de identificacion 




Figura I.5. Observación macroscópica, (a) T. schoenleinii, (b) T. tonsurans, (c) T. rubrum var. Granulosa, 
(d,e) T. rubrum var. Vellosa, (f) T. mentagrophytes. 
 
 
Figura I.6. Observación microscópica, (a) T. rubrum, (b) T. mentagrophytes, (c) T. tonsurans,        




Figura I.7. Observación microscópica, (a) Ulocladium sp, (b) Aspergillus sp, (c) Bipolaris sp, (f) no 
identificados, (e) Fusarium sp,  (d) Alternaría sp. 
 
2.Análisis Estadístico  
Con los datos obtenidos del capítulo 1, se realizó una base de datos en Excel 16.0® y el 
análisis fue realizado por el software SPSS V 20®. El tamaño de la muestra se calculó 
mediante el software Excel® fisterra. Para el análisis, se utilizaron datos cuantitativos y 
la prevalencia se expresó como porcentaje, con un nivel de confianza del 95% (error = 
0.05); la epidemiología se estableció utilizando la prueba de análisis de componentes 
principales. 
 
I.4  Resultados 
 
Se incluyeron un total de 168 pacientes en este estudio, con edades comprendidas entre 
13 y 98 (media 38.6 ± 24.7), 51.19% hombres y 48.21% mujeres. El examen 
microscópico directo mostró que el 83.33% de los pacientes tenían una infección por 
hongos (es decir, células en gemación y seudohifas para levaduras, o hifas para hongos 






una mayor cantidad de examen microscópico directo positivo (46.43% frente a 53.57% 
respectivamente). Para las mujeres, las uñas fueron el área del cuerpo donde se registró la 
mayor frecuencia de infección (58.02%), mientras que para los hombres representaron el 
41.98% (relación de 1.4: 1). La dermatofitosis en los pies se diagnosticó en un 54.79% 
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Aunque la mayoría de los pacientes eran menores de 40 años (n = 101), el mayor 
porcentaje de micosis se encontró en pacientes mayores de 40 años (70.37%); el 
porcentaje más bajo fue en pacientes de edad entre 31 y 40 años (7.40%, figura I.8). En 
cuanto a la ocupación laboral, la mayoría de los agentes etiológicos fueron aislados de 
pacientes con ocupación laboral relacionados con la alta sudoración (55.95%).  
 
Figura I.8. Distribución por grupos de edad en el examen directo, en pacientes con onicomicosis y 
dermatomicosis. 
 
Entre los hongos detectados en las muestras mediante un examen microscópico directo 
(Tabla I.1), se encontraron altas frecuencias de hongos filamentosos no dermatofitos (n = 
74) y levaduras (n = 18) (Tabla I.2). Con respecto a los hongos filamentosos no 
dermatofitos, los principales géneros fueron Aspergillus sp, Cladosporium sp, Penicillium 
sp y Fusarium sp (Tabla I.2). Por otro lado, se aislaron dermatofitos de las uñas y la piel 
de los pies, correspondientes a 19 y 25 pacientes, respectivamente. Los agentes 












































N° de pacientes KOH+ Onicomicosis Dermatomicosis (pie) 
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Para realizar el análisis comparativo, solo se consideraron los casos positivos de 
infección por dermatofitos y los datos epidemiológicos del anexo 1. Como se muestra en 
la Tabla I.3, la frecuencia de dermatofitosis en los pies fue mayor en pacientes menores 
de 30 años (22/37), mientras que la onicomicosis (Tinea unguium) fue más frecuente en 
pacientes mayores de 40 años (13/18). Aunque la frecuencia más alta en pacientes con 
diagnóstico directo positivo fue en mujeres, el número de dermatofitos aislados en los dos 
sexo fue igual. En particular, Tinea pedis fue más frecuente en personas con una alta 
sudoración (es decir, estudiantes y atletas, Tabla I.3). Trichophyton rubrum y 
Trichophyton spp se aislaron con mayor frecuencia de las uñas, mientras que T. 
interdigitale, T. tonsurans, T. schoenleinii y E. floccosum se aislaron con mayor 
frecuencia de la piel. 
Tabla I.2. Otros agentes fúngicos aislados y sus tropismos correspondientes 
Grupos Especies N piel uñas 
Levaduras y hongos 
levaduriformes (n=15) 
levaduras 12 5 7 





Hongos filamentosos no 
dermatofitos (n=63) 
*Nota: Se obtuvo 13 mohos 
asociados con dermatofitos 
Aspergillus  spp . 14 3 11 
Cladosporum  spp . 14 11 3 
Penicillium  spp . 12 6 6 
Fusarium  spp . 7 5 2 
Paecilomyces  spp . 4 2 2 
Bipolaris  spp . 3 1 2 
Acremonium spp. 3 1 2 
Alternaria  spp . 2 2 0 
Curvularia  spp . 1 0 1 
Ulocladium  spp . 1 1 0 
Desconocidos (n=14) --  14 -- -- 
Total  92   
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Por otro lado, la ocupación laboral fue el factor de riesgo más relacionado con la 
dermatofitosis (componente 2, Figura I.9b). No hubo distancia entre la ocupación laboral 
y la Tinea pedis (componente 2), mientras que la Tinea unguium se relacionó con los 
otros factores clínicos (componente 3). Teniendo en cuenta la disposición de los dos 
sexos en la gráfica, el sexo no puede considerarse como un factor que influye en la 
infección por dermatofitos. 
 
             Figura I.9. Relación de la micosis con los diferentes factores clínicos registrados tras el examen 
microscópico directo. (a) (componente 1: Hombres y Mujeres; componente 2: Ocupación y 
Dermatomicosis; componente 3: Hipotensión, SIDA, Edades, Diabetes, Hipertensión y Onicomicosis). 
Relación de la infección por dermatofitosis con los diferentes factores clínicos registrados y tropismo 
correspondiente (b) (componente 1: Hombres y Mujeres; componente 2: Ocupación, Tinea pedis y 
Dermatofitosis; componente 3: Tinea Unguium, SIDA, Hipotensión, Diabetes, Edades, Hipertensión). 
 
TablaI.3: Frecuencia de dermatofitosis, dermatofitos y tropismo de la lesión con respecto a los grupos de  
edades. 
Años Dermatofitosis Dermatofitos Tinea pedis Tiña ungueal 
<20 14 17 12 3 
20-30 8 9  7  1 
31 - 40 0  0  0  0  
41 - 50 4  5  1 4  
51 - 60 5  5  1 4  
61 - 70 1 1 0  1 
71 - 80 2 2 1 2 
> 80 3 4 0  3 





I.5  Discusión  
 
Las infecciones por hongos son extremadamente frecuentes en países tropicales y 
subtropicales debido a condiciones cálidas y húmedas, que favorecen el crecimiento y la 
diseminación de hongos (Restrepo y Cardona 2013). La tiña ungueal es un trastorno muy 
común, que representa el 30% de la dermatofitosis y el 85-87% de la onicomicosis con 
una relación hombre: mujer de 1.5: 1.(Arenas 2002) en estudios previos, se ha reportado 
que la prevalencia de la onicomicosis es de 13.8% en los Estados Unidos, 12.4% en 
Alemania, 9.1% en Canadá, 2.1% en España y 3.8% en Colombia.(Pérez et al. 2011) En 
los últimos diez años, ha habido un aumento considerable en la frecuencia de Tinea 
pedisdel 26% al 45-52% (Arenas 2002); En México, la dermatofitosis alcanzó un nivel 
considerable en 2014, con 27.1% para Tinea unguium y 51% para Tinea pedis(Bonifaz 
2015). 
En este estudio, se encontró una mayor incidencia de onicomicosis en personas mayores 
de 40 años con un porcentaje del 70.37% (Figura I.8), predominando en mujeres 
(53.57%) con una relación mujer: hombre de 1.3: 1 (Tabla I.1). Estos resultados son 
similares a los encontrados por Pérez et al. 2011 en un estudio epidemiológico similar en 
Colombia. Estos hallazgos podrían explicarse por un calzado más expuesto en las 
mujeres y un mayor cuidado general de sus pies, lo que conduce a la eliminación 
constante de tejido queratinizado en exceso, lo que reduciría las defensas naturales. 
También podría estar relacionado con los factores de riesgo que pueden favorecer la 
infección por hongos, ya que se afirmó que la onicomicosis se correlaciona con 
enfermedades crónicas degenerativas (Figura I.9a), que afectan a las mujeres con mayor 
frecuencia (Tabla I.1). La falta de estas enfermedades, junto con una mejor higiene y una 
mayor capacidad regenerativa de la piel y las uñas, puede respaldar la menor incidencia 
de dermatomicosis en personas de 31 a 40 (7.40%). 
En la Figura I.9a, se puede observar una reagrupación entre las variables que incluyen 
onicomicosis, diabetes, hipertensión, SIDA e hipotensión (componente 3); esta baja 
distancia entre la onicomicosis y dichas enfermedades puede sugerir que estos últimos 
pueden influir en las infecciones micóticas en las uñas. En particular, la diabetes tenía la 
distancia más cercana a la onicomicosis, lo que sugiere que puede considerarse como el 
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principal factor de predisposición a la infección por hongos en uñas. Se sabe que la 
diabetes proporciona una condición adecuada para la proliferación de hongos en el 
cuerpo, ya que causa hiperglucemia, daño a la microcirculación periférica con hipoxemia 
secundaria, trauma cutáneo asociado (uñas), alteración de la inmunidad celular y 
alteración de la función de los neutrófilos. De acuerdo con Diego et al. 2018, la 
hipohidrosis no influye en las infecciones por dermatofitos en los pies (Jiménez-(Olvera y 
Briseño–Gascón 2017). 
 
La Tinea pedis fue más frecuente en pacientes de 20-30 años (18,92%) y menores de 20 
años (32,43%), mientras que la Tinea unguium fue más frecuente en pacientes mayores 
de 40 años. Dicho resultado puede ser respaldado por un mayor nivel de sudoración en 
pacientes menores de 40 años, debido a un mayor metabolismo y un estilo de vida más 
activo; También se debe considerar que la mayoría de los pacientes menores de 30 años 
eran deportistas de alto rendimiento. 
 
En la Figura I.9a se puede observar que la onicomicosis se asoció con las enfermedades 
cronicó-degenerativas, así como a la edad. De hecho, se muestra en la Figura 4b, la 
asociación entre las variables de la componente 3 (es decir, Tinea unguium, SIDA, 
hipertensión, hipotensión, diabetes y edad), debido a la baja distancia entre estos últimos; 
dicho resultado puede explicarse por el daño a la microcirculación periférica, la función 
alterada de los neutrófilos y el trauma cutáneo por dermatitis en pacientes que padecen de 
dichas enfermedades (Arenas y Moreno 2010; Jiménez-Olvera y Briseño–Gascón 2017). 
 
Como se muestra en la Tabla I.1, los dermatofitos aislados con mayor frecuencia en el 
presente trabajo fueron T. rubrum (45%), T.  interdigitale (23%) y E. floccosum (9%). 
Esta tendencia se ha observado en México y Argentina desde 1940. También 
encontramos algunos casos en los que se identificaron T. tonsurans (7%) y T. 
schoenleinii (5%). Estos resultados son similares a los encontrados en un estudio 
realizado en la Ciudad de México en 2002. El predominio de T. rubrum puede ser 
hipotetizado principalmente por los factores intrínsecos del hongo, como su resistencia y 
fácil diseminación en comparación con otros dermatofitos; también, a la introducción de 
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griseofulvina como agente antifúngico en diferentes tiñas, lo que condujo a la 
eliminación de agentes comunes como M. audouinii y M. schoenleinii.(Drakensjö y 
Chryssanthou  2011; Havlickova et al. 2009; Mariana et al. 2018) 
En cuanto a la correlación de los agentes etiológicos con el sexo, los dermatofitos se 
aislaron a igual frecuencia en los hombres como en mujeres. Sin embargo, se obtuvo 
mayor frecuencia de T. rubrum en mujeres igual que en pacientes inmunodeprimidos 
(Tabla I.1); Dicho resultado concuerda con el Consenso Mexicano de Micosis Superficial 
de 2010 (Drakensjö y Chryssanthou  2011). 
 
I.6  Conclusión 
 
Las dermatofitosis son micosis superficiales muy frecuentes, con variaciones en su 
frecuencia según la edad, la ubicación geográfica, el estado de higiéne y el historial 
médico de los pacientes. De hecho, su diagnóstico favorable constituye una de las 
principales herramientas para un tratamiento adecuado y efectivo, evitando así fallas 












CAPITULO II: ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA IN VITRO DE 




El presente trabajo consistió en evaluar la sensibilidad in vitro de aislados clínicos de 
dermatofitos frente a las particiones etanólica y metanólica de E. tirucalli L. En efecto, el 
perfil fitoquímico reveló la presencia de esteroles, terpenos, taninos, flavonoides, 
sesquiterpenos, carbohidratos y grupos carboxilos. Dichas particiones demostraron 
actividad antidermatofiítica frente a Trichophyton rubrum y T. interdigitaliscuyas CMIs 
fueron de 125 y 500 µg/mL respectivamente con la partición etanólica y de 125 µg/mL 
para las dos cepas con la partición metanólica. Como control positivo se utilizó el 
clotrimazol que presentó un rango de CMI de 0.1 µg/mL frente a T. rubrum y < 0.0004 
µg/mL frente a T. interdigitalis. Es importante mencionar que las particiones hexánica y 
clorofórmica no presentaron actividad biológica frente a las cepas de interés; estos 
resultados se fundamentan con la presencia de grupos de compuestos relacionados con 
dicha actividad. 
 
II.2  Introducción 
 
Las dermatofitosis o tiñas (Tinea) son micosis superficiales causadas por un grupo de 
hongos queratinofílicos estrechamente relacionados, denominados dermatofitos. Estos 
afectan la capa córnea de la piel, pelos y uñas (Isabel et al. 1841; Mayorga y Prado-trillo 
2016). Son las infecciones fúngicas más comunes en todo el mundo, afectando 
negativamente la calidad de vida de los pacientes en todos los grupos de edad (Pires et al. 
2014).  Aunque la incidencia de las dermatofitosis depende de los países, es importante 
mencionar que es  similar, de acuerdo a varios trabajos de investigación; en España, 
20.8%; en Brasil, 26.3%; en Irán, 24% (Manzano-gayosso et al. 2008). En México, las 
dermatofitosis constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y tienen una frecuencia del 
5% en las consultas dermatológicas. Específicamente en el IMSS, en 2006, se registraron 
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507 849 consultas en medicina familiar, 9 745 en urgencias y 19 404 en especialidad; 
siendo la onicomicosis la primera causa de las enfermedades ungueales, corresponde del 
18 al 40% de todas las onicofagias, con una prevalencia mundial de 0.1 al 11% 
(Secretaría de Salud  2008). 
El tratamiento de las infecciones por dermatofitos se resume generalmente al uso de 
azoles (ketoconazol, clotrimazol, itraconazol, fluconazol, entre otros) y alilaminas 
(terbinafina, naftifina, amorolfina). Sin embargo, al igual que se ha reportado reportado la 
resistencia de cepas dermatofíticas hacia los azoles, debido a la inhibición de la síntesis 
del ergosterol en su fase tardiva, también, se ha reportado lo mismo frente a las 
alilaminas (terbinafina) (Ghannoum 2016; Martinez-Rossi et al. 2008). Por otro lado, el 
aumento de los casos de zoonosis y de casos crónicos de infecciones dermatofiticas en 
pacientes con enfermedades crónico-degenerativas  han convertido dichas infecciones en 
un blanco importante (Rudramurthy et al. 2018). Además de la evidencia de los efectos 
secundarios que el uso de estos fármacos produce, nos llevan a proponer nuevos 
antifúngicos sin efectos secundarios. 
Como se mencionó anteriormente, debido a los efectos secundarios de algunos 
antifúngicos, la resistencia frecuentemente inducida y los elevados costos en el 
tratamiento (Davicino et al. 2007), se ha orientado la búsqueda en la  utilización de 
extractos crudos de plantas para el control de enfermedades humanas (Dabur et al. 2004; 
Fenner et al. 2005). Así mismo, existen extractos de plantas comúnmente usadas en la  
medicina tradicional que tienen actividad antidermatofítica contra Trichophyton  rubrum, 
T. mentagrophytes, Microsporum gypseum, M. Canis, antibacteriana frente a E. coli, S. 
aureus y P. aeruginosa (García 2016; Rojas et al. 2003; Sule et al. 2012).   
Euphorbia tirucalli L., es una planta muy usada en la medicina tradicional africana y en 
muchas otras, para tratar excrecencias, nódulos, abscesos, entre otras. En Brasil, el látex 
de E. tirucalli L. se usa para tratar verrugas, epitelioma, sarcoma, tumores de piel y lepra. 
En ciertas partes de África Oriental, se usa para la extracción de parásitos de la piel. 
(Falasca 2016; Lorenzo‐Cáceres 2016). En un estudio realizado por Upadhyay et al. 2010 
se demostró que los extractos alcohólicos de la corteza del tallo y las hojas de E. 
tirucalli presentan actividad antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Candida 
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tropicalis, C. albicans y A. Niger (Upadhyay et al. 2010 ). Por su parte, Gupta et al. 2013 
reportaron que los extractos de acetona, hexano, metanol, cloroformo y éter de petróleo 
del tallo de E. tirucalli presentaban actividad antibacteriana contra Escherichia coli y 
Bacillus megaterium,  el extracto acuoso de partes aéreas de E. tirucalli L. tiene la 
propiedad de eliminar los aniones superóxido y de eliminar los radicales hidroxilo. 
Por tales motivos, el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana 
de particiones obtenidas de E. tirucalli L sobre aislados clínicos de dermatofitos (T. 
rubrum, T. interdigitalis). 
II.3  Materiales y métodos 
1- Obtención del material vegetal 
La colecta de E. tirucalli se llevó a cabo al norte del municipio de San Nicolás de los 
Garza, en el Estado de Nuevo León, México. Se clasificó taxonómicamente en el 
Departamento de Botánica de la Facultad de Ciencias Biológicas, de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León, y fue registrada en el herbario bajo el número de folio 
029755. El material vegetal fue lavado profundamente con agua destilada y secado a una 
temperatura de 40 °C con una lámpara de luz blanca (150 watts). Posteriormente, el 
material fue molido usando un triturador manual para su uso en la obtención de las 
particiones. 
2- Preparación de las particiones 
El material vegetal seco y molido fue sometido a extracción continua en un equipo 
Soxhlet con hexano, cloroformo, etanol y metanol. Las particiones fueron recuperadas y 
los solventes eliminados a presión reducida (Evaporador rotativo Yamato mod. RE200). 
Las particiones se llevaron a sequedad en una estufa de secado a una temperatura no 
mayor a 40 °C. Una vez libres de solventes, las cuatro particiones se conservaron a 20°C 
hasta su uso. 
 
	30	
3- Preparación del material vegetal 
 
Para preparar la solución madre del material vegetal, se pesó 20 mg de cada partición en 
tubos cónicos de 1.5 mL de capacidad a los cuales se agregaron 1 mL del solvente 
correspondiente y se homogenizó por ultrasonido durante 20 min, para obtener una 
solución madre de 20 000 µg/mL. 
 
4- Preparación de inóculos 
 
Las cepas fueron activadas inicialmente en agar papa dextrosa (PDA), durante 21 d a 
28°C. Posteriormente, las colonias fúngicas fueron cubiertas con 10 mL de agua destilada 
estéril, y se rasparon suavemente las superficies con un asa estéril; las mezclas obtenidas 
fueron posteriormente filtradas con una gasa estéril, para separar las conidias de las hifas 
y partículas de agar. Antes de realizar las pruebas biológicas, las suspensiones de 
conidias fueron ajustadas a una concentración de 1 a 3 x 103 UFC/mL después de un 
conteo en un hematocitómetro. 
 
5- Determinación de la actividad biológica de las particiones obtenidas de E. 
Tirucalli 
 
La sensibilidad antifúngica in vitro se determinó mediante  una modificación del método 
de microdilución descrito en el protocolo de M38-A (Clinical for Laboratory Standards 
Institute. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of 
filamentous fungi: approved standard- second edition. Document M38-A2. Wayne, Pa: 
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008) por el Clinical and Laboratory 
Standards Institute, usando como control el clotrimazol (Sigma-Aldrich). En efecto, a 
partir de las soluciones madres de las particiones (20 000 ppm), se obtuvieron soluciones 
con concentración de 8000 ppm, para realizar diluciones posteriores. Con respecto a los 
controles positivos, se obtuvieron diluciones de 10 veces menores a las soluciones stock 
(1000 µg/mL).  
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De las soluciones obtenidas, se realizaron diluciones seriadas en microplacas de 96 pozos 
a fondo plano, usando como diluyente el caldo Müeller-Hinton con rojo fenol como 
indicador de pH (se obtuvieron concentraciones iniciales de 0.015-4000 µg/mL). 
Posteriormente, se agregaron 100 µL de solución de conídias para obtener 
concentraciones finales de 0.0076-2000 µg/mL de los tratamientos, contrastando con 
0.0001 a 25 µg/mL para el control positivo. Como blanco el mismo sistema de dilución 
de las particiones en el diluyente, sin inóculo; se usó como control negativo el metanol, 
mediante el mismo sistema de dilución con inóculo. Con respecto al control de 
crecimiento, se inocularon 100 µL de cada cepa en 100 µL de medio. Las mezclas 
obtenidas se incubaron a 28°C durante 120 h.  
La actividad antifúngica se determinó mediante la concentración mínima 
inhibitoria (CMI), definida según la CLSI como aquella concentración capaz de inhibir el 
crecimiento del hongo (%H) en un 80% en comparación con el control de crecimiento. 
%𝑯 =
𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍− 𝑻𝒓𝒂𝒕𝒂𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐− 𝑩𝒍𝒂𝒏𝒄𝒐
𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 ∗ 𝟏𝟎𝟎       
 
6- Determinación de la Concentración Fungicida Mínima (CFM) 
 
La CMF se determinó inoculando por picadura en agar PDA el ultimo pozo en el cual 
hubo crecimiento en la microplaca, y de los tres pozos siguientes que mostraron la 
inhibición completa del crecimiento de los hongos. Los cultivos se incubaron a 28°C 
durante 120 h. La ausencia de crecimiento en el agar después del periodo de incubación 
indicó la inhibición completa del hongo en el pozo. 
 
7- Perfil fitoquímico de las particiones obtenidas de E. Tirucalli 
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II.4  Resultados 
1- Actividad antifúngica 
Los resultados mostraron un efecto inhibitorio de las particiones metanólica y etanólica 
sobre el crecimiento de los aislados clínicos de dermatofitos. Se obtuvo una CMI de 125 
µg/mL frente a dos cepas dermatofíticas con la partición metanólica,  mientras que con la 
partición etanólica se obtuvo una CMI de 125 y 500 ppm para T. rubrum y T. 
interdigitalis, respectivamente (Tabla II.2). No se produjo efecto inhibitorio en el 
crecimiento de los dermatofitos debido a los controles de solventes (metanol y etanol), de 
tal manera, no hay contribución a la actividad de las particiones empleadas. Por otro lado, 
se eliminó el efecto de la absorbancia del extracto, mediante el uso de un blanco en la 
fórmula, para evaluar la inhibición (Figuras II.1 y II.2). 
 
Figura II.1. Resultado de la sensibilidad in vitro de T. rubrum frente a la partición metanólica de E. 
tirucalli. Control.Cr: control de crecimiento, C-: Control negativo. 
2000ppm 500ppm 125ppm 31.25ppm Control.Cr C- 0.008ppm 
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Figura II.2. Resultado de la sensibilidad in vitro de T. rubrum frente al clotrimazol.                                                                         
Cr: control de crecimiento 
 
Se obtuvieron CMI iguales tanto en la partición etanólica como en la metanólica, frente a 
T. rubrum, mientras que se encontró una diferencia altamente significativa entre las CMI 
de estas mismas frente a T. mentagrophytes. Existe una diferencia significativa entre los 


































































































































































   












   
   











   





































































































2- Perfil fitoquímico 
El perfil fitoquímico de las diferentes particiones obtenidas del E. tirucalli se 
recompilaron en la siguiente tabla. 
 
Tabla II. 3. Perfil fitoquímico de particiones obtenidas de E. tirucalli. 
 
II.5  Discusión  
Los datos epidemiológicos revelan que la prevalencia de la dermatofitosis permanece 
inalterada; siendo Trichophyton rubrum y Trichophyton interdigitale las especies más 
frecuentes. El aumento de la incidencia de las infecciones crónicas y con fracaso 
terapéutico relacionado a las dermatofitosis ha despertado el interés de buscar soluciones 
alternativas  para combatir estas enfermedades (Arenas 2002; Rudramurthy et al. 2018).  
Por tal motivo en el presente estudio, se determinó la sensibilidad in vitro de particiones 
obtenidas de E. tirucalli frente a aislados clínicos de dermatofitos, usando como control 
el clotrimazol. Hoy en día, es conocido el alto potencial que tienen los dermatofitos en 
desarrollar resistencia a los antifúngicos existentes (i.e. azoles); varios estudios 
reportaron que la prevalencia de resistencia de los dermatofitos hacia los azoles alcanzan 
el 19% en ciertas áreas del mundo. También, se ha reportado casos de resistencia de 
dermatofitos frente a las alilaminas (i.e. terbinafina)(Ghannoum 2016; Martinez-Rossi et 
      Particiones Hexánica Clorofórmica Etanólica Metanólica 
Grupo carboxilo NA NA + + 
Grupo Carbonilo NA - - - 
Taninos - + + - 
Esteroles y triterpenos + + (Esteroles) + + (Esteroles) 
Carbohidratos NA NA + + 
Flavonoides - + + + 
Alcaloides NA NA - - 
Sesquiterpenlactonas NA + - + 
Saponinas NA - - - 
Amina    + 
Presencia (+), ausencia (-) de los metabolitos secundarios. Insolubilidad de la partición 
(NA: no aplica).   
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al. 2008; Rudramurthy et al.  2018). De acuerdo Ghannoum esta resistencia está 
relacionada al número limitado de agentes antifúngicos y el alto uso  de los mismos para 
curar dichas infecciones(Ghannoum  2016). En el presente estudio se obtuvo que las 
particiones metanólica y etanólica tienen actividad antifúngica frente al aislado clínico de 
T. rubrum y T. interdigitale con una CMI de 7.8125 µg/mLy 500 µg/mL para la partición 
etanólica, y de 7.8125 µg/mL para la partición metanólica. Esta actividad biológica puede 
ser relacionado con el perfil fitoquímico de estas particiones, de acuerdo con estudios 
previos, los metabolitos secundarios tales como los flavonoides son los compuestos 
responsables de las actividades antimicrobianas en las plantas superiores. Además, se 
afirma que los metabolitos secundarios tales como los taninos y otros compuestos de 
naturaleza fenólica, se clasifican como compuestos antimicrobianos altamente activos 
(Mahomoodally et al. 2005). 
Las particiones de extractos de E. tirucalli, revelaron la presencia de taninos, flavonoides, 
triterpenos, esteroles. Algunos autores reportan que dichos compuestos son 
biológicamente activos frente a diversos agentes microbianos responsables de 
enfermedades humanas tales como Bacillus megaterium, B. subtilis, Escherichia coli, 
Enterobacter faecalis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, Aspergillus niger, A. Fumigatus, Candida albicans (Bueno y Stashenko 2009; 
Cristian et al 2017; Enrique et al. 2011; Mahomoodally et al. 2005; Pandey 2007; Racero 
et al. 2004; Veloza et al. 2014). 
Sin embargo, la CMI de las dos particiones fueron iguales frente a T. rubrum, lo que 
podría estar relacionado a la escasa diferencia en su perfil fitoquímico, dado que la 
partición etanólica mostró la presencia de taninos, flavonoides, triterpenos, esteroles, 
mientras que el perfil fitoquímico de la partición metanólica, además exhibió la presencia 
de sesquiterpenos. 
Con respeto a los resultados obtenidos por Diogo Murion et al. 2014 la actividad 
antifúngica de estas particiones puede estar relacionado a la presencia de terpenos; dado 
que fue comprobado que los dermatofitos (T. rubrum, T. mentagrophytes, Microspurum 
gypsium y M. canis) tienen una sensibilidad considerable frente a monoterpenos (Miron 
et al. 2014). Según Khan y Rasool 1989  los terpenos presentes en las partes áreas de E. 
tirucalli son específicamente teraxerano y el cicloeufordenol (Raasol et al. 1989; Khan y 
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al. 1988). Dado que la principal diferencia entre la partición etanólica y metanólica es la 
presencia de  sesquiterpenos en la partición metanólica, la sensibilidad de T. interdigitale 
puede estar relacionado a dicho compuesto. Duong y sus colaboradores reportaron que el 
sesquiterpeno presente en las partes áreas de E. tirucalli es la tirucadalenona  donde la 
posible sensibilidad de T. interdigitale frente a dicho compuesto (Duong et al. 2019). 
También, es importante mencionar que en estudio previo, se demostró que  la partición 
metanólica de E. tirucalli tienen actividad antimicrobiana frente a B. subtilis, E. coli, E. 
faecalis, S. aureus and C. albicans (Prasad  2011). 
Las particiones obtenidas de E. tirucalli, exhibieron también la presencia de metabolitos 
como flavonoides y taninos, compuestos generalmente reconocidos por su potencial 
antioxidante, antimicrobiano y su papel en la síntesis de colágeno; (Culebras y Tuñón 
2002; S Aisah 2017) donde es posible la sinergia entre  los compuestos presentes en 
dichas particiones frente a dichas cepas dermatofíticas. Sin embargo, el perfil fitoquímico 
de la  partición hexanica reveló la presencia de esteroles y triterpenos, mientras que la 
partición clorofórmica de taninos, flavonoides, esteroles y sesquiterpenlactonas lllllllllll  
cabe mencionar que estudios previos reportaron la presencia en las partes áreas de E. 
tirucalli de esteroles (i.e. campesterol, estigmasterol, beta-sitosterol, isofucosterol y 
cicloartenol) triterpenos (i.e. taraxerano y cicloeuphordenol) taninos (i.e. tirucallina A) 
polifenoles (i.e. tirucallina B, euphorbina A, euphorbina F) y sesquiterpenos 
(i.e.tirucadalenona), compuestos reconocidos por su  potencial anticancerígena 
antibacterial, antiviral, entre otros (Goutam et al. 2017). 
II.6 Conclusión 
En el presente estudio, se demostró el potencial antimicrobiano que tienen las particiones 
etanólica y metanólica de E. tirucalli L. sobre aislados clínicos dermatofíticos (T. rubrum 
y T. interdigitalis); se obtuvo que dichas particiones son potencialmente activas frente a 
los agentes etiológicos de interés, siendo la partición metanólica la que presentó mayor 
actividad biológica. Dichas actividades biológicas fueron relacionadas con el perfil 
fitoquímico las particiones; donde se pueden considerar los metabolitos secundarios de E. 
tirucalli L. como agentes antimicrobianos prometedores en el tratamiento y/o como 
coadyuvante en  enfermedades ocasionadas por estos microrganismos. 
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CAPITULO III: ACTIVIDAD CITOPROTECTORA Y 
FOTOPROTECTORA DE EXTRACTOS DE Euphorbia tirucall L. 
 
III.1 Resumen  
En este trabajo, se determinó la actividad citoprotectora y fotoprotectora de particiones 
de E. tirucalli para su aplicación biológica. Mediante el modelo de Artemia salina, se 
obtuvo que las particiones metanólicas y etanólicas eran moderadamente tóxicas, con una 
DL50 de 144.77 y 189.54 ppm, respectivamente. La prueba de citoprotección reveló que 
son potencialmente citoprotectoras dosis-dependiente, alcanzando el 99% de 
citoprotección a 1000 ppm, lo cual se presume está relacionada con su contenido en 
polifenoles, respectivamente de 3.52 y 19.46 µg EAG/mg. La prueba de fotoprotección 
exhibió que estos últimos son fotoprotectores frente a las radiaciones UV-B, alcanzando 
un FPS > 9 y >18; lo que permite su aplicación como fotoprotectores biológicos. 
III.2  Introducción 
Diversas funciones vitales en el humano tales como la síntesis de la vitamina D, 
dilatación de los vasos superficiales, endurecimiento de la capa epidérmica y segregación 
de melanina, están asociadas con su exposición a la luz solar. Sin embargo, la 
sobreexposición a la radiación solar es altamente peligrosa, ya que está relacionada a una 
amplia gama de efectos nocivos en la piel, incluyendo quemaduras, cáncer y 
fotoenvejecimiento (Rhodes 1998). 
El efecto negativo de la radiación solar es causada por la región espectral que se 
encuentra en el ultravioleta (UV), el cual se divide en tres regiones: las bandas UV-C (< 
280 nm),  UV-B (280-320 nm) y UV-A (320-400 nm) (Baliga y Katiyar 2006; Skylar et 
al. 2013; Koh et al. 1996). Aunque solo el 5% del total de la radiación solar que alcanza 
la superficie terrestre se encuentra en la región UV-B, diversos estudios han reportado 
que la exposición a dicha radiación puede causar neoplasias, mutaciones, 
fotoenvejecimiento, inmunosupresión, cataratas oculares y fotosensibilidad (Wikonhai y 
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Brash 1999; Yaar y Gilchrest 1998; Nishgori et al. 1996; Sliney 1994; Stevanato et al. 
2014). 
México es un país que se encuentra en zona tropical cálida con una intensidad de la 
radiación UV alta, la cual puede producir quemaduras solares, eritema y descamación; de 
hecho, el índice UV varía de entre 6 y 12 durante el año (Sax 2000). Considerado este 
rango de índice UV significativamente alto o extremo, es muy necesario usar protectores 
solares. 
Si bien se ha incrementado la disponibilidad de productos con compuestos capaces de 
filtrar la radiación solar (e.g. ácido p-aminobenzoico, salicilatos, benzofenonas), cada 
año, alrededor de un millón de personas son diagnosticadas con cáncer de piel y 
aproximadamente 10,000 mueren de melanoma maligno. La mayoría de los cánceres de 
piel ocurren en las áreas del cuerpo que están expuestas con mayor frecuencia al sol, 
como la cara, el cuello, la cabeza y el dorso de las manos (Alvarez-suarez et al. 2012), 
esto podría relacionarse a la capacidad protectora limitada de dichos compuestos; se ha 
reportado que el uso excesivo o en alta concentración de dichos filtros, puede aumentar el 
riesgo de dermatitis de contacto o de fotocontacto (Reuter et al. 2010). Por ello, se 
requieren soluciones alternativas como el uso de protectores solares biológicos, los cuales 
pueden proporcionar más protección frente a la radiación solar y apoyar al sistema 
natural de defensa del cuerpo. Dado que los antioxidantes son capaces de prevenir o 
revertir los efectos nocivos causados por la radiación solar, en el área de la salud surge 
gran interés en desarrollar nuevos productos con principios activos de origen botánico 
que presenten actividad antioxidante (Reuter et al. 2010; Leos-Rivas et al. 2016). 
Además, es importante indicar que los fotoprotectores a base de productos sintéticos se 
degradan después de un tiempo prolongado de exposición al sol, por lo que su efecto 
protector puede verse disminuido (Botta et al. 2014). Por otra parte, la exposición a la 
radiación UV puede inducir a la producción de radicales libres (Yi Os et al. 2017), por lo 
tanto, resulta relevante el uso de productos capaces de jugar ambos papeles (i.e. 
fotoprotección y citoprotección) para apoyar al sistema natural de defensa del cuerpo 
humano. 
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Euphorbia tirucalli es una planta arbustiva nativa de África, comúnmente es llamada 
dedos de lápiz y es altamente usada en medicina tradicional contra tumores, excrecencias, 
nódulos y abscesos (Gupta et al. 2013). En un estudio realizado por Upadhyay et al. 2010 
se demostró que los extractos alcohólicos de la corteza del tallo y las hojas de E. 
tirucalli presentan actividad antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Candida 
tropicalis, C. albicans y A. Niger (Upadhyay et al. 2010 ). Por su parte, Gupta et al 
reportaron que los extractos de acetona, hexano, metanol, cloroformo y éter de petróleo 
del tallo de E. tirucalli presentaban actividad antibacteriana contra Escherichia coli y 
Bacillus megaterium (Gupta et al.2013). Por otro lado, Aisah et al comprobó, en un 
estudio in vivo en ratas, que el extracto etanólico de esta planta promueve la cicatrización 
de quemaduras (Aisah et al. 2018). 
El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad citoprotectora (i.e. antioxidante) 
sobre eritrocitos humanos y el efecto fotoprotector de extractos obtenidos de E. tirucalli a 
fin de evaluar su potencial como dermatoprotector botánico. 
III.3  Materiales y Métodos 
1. Prueba de toxicidad en eritrocitos humanos  
Preparación de la solución madre. En un tubo cónico de 1.5 mL de capacidad, se 
colocaron 50 mg de la partición por analizar con 1 mL de metanol y se mezcló por 
sonicación. 
 
Solución de eritrocitos. Se utilizó sangre humana obtenida por punción venosa de un 
donador voluntario y se recolectó en tubos con EDTA. La muestra de sangre fue 
conservada durante 24 h a 4°C y, posteriormente, se separaron sus componentes por 
centrifugación durante 10 min a 1000 rpm. El paquete celular fue lavado tres veces 
usando una solución amortiguadora de fosfatos (NaCl, NaH2PO4, Na2HPO4 a pH=7,4). El 
paquete celular se recuperó por centrifugación y con él se preparó una suspensión de 
eritrocitos al 5% (SER) con PBS para la prueba de hemólisis y otra al 10% para la prueba 
de citoprotección. Ambas suspensiones fueron preparadas inmediatamente antes de cada 
ensayo. 
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2. Prueba de hemólisis 
A partir de la solución madre de la partición por analizar (50 mg/mL), se tomaron 
volúmenes de 25, 20, 15, 10, 5 y 2.5 µL que fueron colocados en tubos cónicos de 1.5 
mL. A cada tubo se le adicionó el volumen necesario de PBS para completar un volumen 
final de 1mL. Posteriormente, se añadieron 250 µL de la SER a cada tubo, obteniéndose 
así concentraciones finales de la partición de 1000 a 100 ppm. Cada ensayo se realizó por 
triplicado. 
Los blancos se prepararon con la partición correspondiente en la solución de PBS. 
Además, los controles de los disolventes se prepararon sustituyendo los volúmenes de la 
partición por los volúmenes correspondientes del disolvente, diluyendo después con PBS 
hasta obtener volúmenes finales de 1 250 µL. Finalmente, se usó agua destilada como 
control positivo y la PBS como control negativo. (Figura III.1) 
Los sistemas preparados se incubaron a temperatura ambiente por 30 min y, 
posteriormente, se centrifugaron a 3 500 rpm por 3 min a 4°C. Un volumen de 200 µL del 
sobrenadante de cada sistema se colocó en una microplaca de 96 pozos y se midió su 
absorbancia a λ = 550 nm (Bio-tek elx800). El porcentaje de hemólisis (%h) se determinó 
mediante la siguiente fórmula11: 
%𝒉 =
𝑨𝒃𝒔 𝒙 − 𝑨𝒃𝒔 −
𝑨𝒃𝒔 + − 𝑨𝒃𝒔 − ∗ 𝟏𝟎𝟎 
Abs (x): absorbancia a de la partición a una concentración dada, obtenida a 540 nm. 
Abs (-): absorbancia del control negativo a 540 nm. 




Figura III.1. Prueba de toxicidad y citoprotección sobre eritrocitos Humanos. 
 
3. Prueba de toxicidad sobre Artemia salina 
El bioensayo se realizó según el método descrito por Leos-Rivas et al. 2016(Figura III.2). 
Para ello, se colocaron 10 nauplios con 100 µL de solución salina en los pocillos de una 
microplaca de 96 pozos. Se adicionaron 100 µL de la partición por analizar (i.e. 
metanólica o etanólica) a una concentración inicial de 1 900 ppm a fin de realizar 
diluciones seriadas con concentraciones de 475 a 0.232 ppm. Al cabo de 24 h de contacto 
con las particiones, se realizó el conteo de nauplios muertos. La determinación de la 
Dosis Letal 50 (DL50) se obtuvo estadísticamente por regresión lineal en PROBIT, 
utilizando el programa SPSS V 20®.  
Punción  venosa  3 lavados (10 min a 1000 
rpm) usando el PBS. 
Stocks (eritrocitos al 5%). 
Incubar durante 30 min 
(100-1000 ppm). y llevar a 
centrifugar durante 3 min. a 
3000 rpm. 
Realizar el conteo en 
hematocitómetro 
usando solución de 
eritrocitos diluidas en 
PBS a una proporción 
de 1:200 
Llevar a un lector 
de placa a ʎ= 
550 nm   





Prueba de Hemolisis y de AAPH  con eritrocitos humanos 
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Figura III.2. Prueba de toxicidad de las particiones de E. tirucalli   sobre A. salina. 
4. Prueba de citoprotección  
La actividad antihemolítica de las particiones etanólica y metanólica de E. tirucalli se 
determinó mediante la prueba de AAPH•. Brevemente, la SER se expuso al reactivo 
de AAPH• en presencia de diferentes concentraciones de la partición a evaluar, 
incubándose a 37°C durante 150 min en agitación constante. En seguida, la mezcla se 
centrifugó a 3 000 rpm por 3 min a 4°C y el sobrenadante (200 µL) se colocó en una 
microplaca de 96 pozos; finalmente, se midió la absorbancia a λ = 540 nm (Bio-tek 
elx800). Se usó como control positivo una mezcla de SER, PBS y AAPH•, mientras que, 
como control negativo se empleó una mezcla de PBS y SER. Dado que las particiones 
empleadas fueron disueltas en metanol, también se realizó una prueba enfrentando los 
eritrocitos con el reactivo de AAPH• en presencia de volúmenes de metanol 
proporcionales a las concentraciones de las particiones. Para los blancos con extractos, se 
empleó una mezcla de PBS y la partición correspondiente, obteniendo concentraciones 
finales de 100 a 1 000 ppm. Cada ensayo fue realizado por triplicado. 
El porcentaje de citoprotección se determinó mediante la siguiente fórmula (Alvarez-
suarez et al. 2012): 
%𝑪 = 𝟏−
𝑨𝒃𝒔 𝒙 − 𝑨𝒃𝒔 −
𝑨𝒃𝒔 + − 𝑨𝒃𝒔 − ∗ 𝟏𝟎𝟎 
 
Abs (x): absorbancia a de la partición a una concentración dada, obtenida a 540 nm. 
Abs (-): absorbancia del control negativo a 540 nm. 














48h a 25°C 
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5. Factor de protección solar de particiones crudas de E. tirucalli 
El Factor de Protección Solar (FPS) se determinó mediante el método descrito 
por Mansur y sus colaboradores (Mensur et al. 1986). Se preparó una solución madre de 
1 mg/mL de cada partición (i.e. metanólica o etanólica), a partir de la cual se obtuvieron 
disoluciones con concentraciones de 0.25, 0.2, 0.15, 0.1 y 0.05 mg/mL. Las absorbancias 
de cada sistema se midieron en el intervalo de longitud de onda del UV-B de 290 a 320 
nm en un espectrofotómetro de barrido (UNICO, SQ-2800), con incrementos de 5 nm. Se 
usó como blanco metanol, y como control positivo benzofenona (Sigma-Aldrich). El 
ensayo se realizó por triplicado. La FPS se calculó mediante la fórmula: 
 
 
Donde, FPS= Factor de Protección Solar, CF (factor de corrección) = 10, EE (λ)= Efecto eritemogénico de 
la radiación de longitud de onda λ.   I (λ) = Intensidad del sol en la longitud de onda λ; Abs (λ)= 
Absorbancia de la solución en la longitud de onda λ.  
6. Contenido en fenoles totales 
El contenido de fenoles totales en las particiones se determinó de acuerdo con el método 
descrito por Shahidi y Naczk en 1996. Los experimentos se realizaron por triplicado en 
un sistema de macrodilución, realizando previamente una curva de calibración usando 
ácido gálico como estándar en un intervalo de concentraciones de 2 a 20 µg/mL. Para el 
análisis de cada partición, se tomaron 250 µL de una solución madre de la partición (0.2 
mg/mL) y se les añadió 750 µL de metanol, obteniendo una concentración final de 0.05 
mg/mL. A esta solución se le agregó 6 mL de metanol y, posteriormente, 500 µL del 
Tabla III.1. Constantes EE (λ)* I (λ) definidas por Sayre et al., 1978 para el caculo de la FPS 
λ 290 295 300 305 310 315 320 Total 
𝑬𝑬 λ
∗ 𝑰 λ  
0.0150 0.0817 0.2875 0.3278 0.1864 0.0839 0.0180 1 
FPS= 𝐶𝐹 𝐸𝐸 λ ∗ 𝐼 λ ∗ 𝐴𝑏𝑠(λ)!"#!"# 	
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reactivo Folin-Ciocalteu, dejando incubar por 5 min en obscuridad. En seguida, se 
agregaron 1.5 mL de carbonato de sodio (Na2CO3, al 20%) para ajustar el pH a un valor 
de 10. Se llevó a un aforo de 10 mL y se mantuvo en obscuridad a temperatura ambiente. 
Después de 2 h se midió la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm 
(Espectrofotómetro Beckman Coulter DU®650). Se utilizó como blanco una mezcla de 
metanol, Folin-Ciocalteu y carbonato de sodio. El contenido fenólico total se expresó en 
microgramos equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto (µg EAG/mg E).  
7. Análisis Estadístico 
Los datos obtenidos fueron analizados en el programa SPSS V 20® vía el análisis de 
varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey, para comprobar que existe diferencia 
significativa entre los diferentes tratamientos y para comparación de medias 
(homogeneidad entre los tratamientos), respectivamente. Las respuestas al tratamiento 
fueron considerados significativamente diferentes con una p < 0.05. 
III.4  Resultados y discusiones 
1. Prueba de toxicidad en eritrocitos humanos  
 
El ensayo de hemólisis se realizó exponiendo eritrocitos humanos a las distintas 
particiones de E. tirucalli. Como puede observarse en la Figura III.3, el efecto hemolítico 
de las particiones fue dosis dependiente. A concentraciones menores o iguales a 100 ppm, 
prácticamente, ninguna de las particiones presentó efecto hemolítico. Las diferencias en 
el efecto hemolítico de las particiones fueron más evidentes a partir de 600 ppm. Por 
ejemplo, a 1000 ppm, la partición hexánica mostró el mayor efecto hemolítico (~ 50%), 
seguida de la partición clorofórmica con el 10% de dicho efecto; las particiones 
metanólica y etanólica mostraron los menores efectos hemolíticos (< 5%) a esta misma 
concentración. La prueba de ANOVA (α= 0.00) demostró que existía una diferencia 
significativa en los efectos hemolíticos a las distintas concentraciones. Además, la prueba 
de Tukey (p=0.05) reveló que existe una homogeneidad entre los efectos de los 
tratamientos con las particiones (i.e. clorofórmica, metanólica y etanólica) y los controles 
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(i.e. negativo y metanol) a concentraciones iguales o menores a 600 ppm. Lo que indica 
que se podría aprovechar los efectos biológicos benéficos de dichas particiones (i.e. 
etanólica, metanólica y clorofórmica) en humanos, sin presentar un potencial riesgo. De 
acuerdo con Sylwia Cyboran et al. 2012 y Lux et al. 2005, la prueba de citotoxicidad en 
eritrocitos humanos permite inferir que un daño en su membrana celular se 
correlacionaría con una alta probabilidad de que otras células más complejas, y con 
mayor cantidad de organelos sean susceptibles al daño en su sistema membranal.  
 
Figura III.3:  Efecto hemolítico de la concentración de las particiones obtenidas de E. Tirucalli. 
2. Toxicidad sobre A. salina 
El estadístico de regresión en PROBIT exhibió que las particiones con metanol y etanol 
fueron “moderadamente tóxicas” según la CYTED (Gupta 1995), con DL50 de 189.54 y 
144.77 ppm, respectivamente. Este comportamiento pudo deberse a que los extractos del 
presente estudio no mostraron evidencia de la presencia de alcaloides, los cuales 
frecuentemente están asociados a la toxicidad de extractos vegetales (Azzeme et al. 
2019). La toxicidad moderada de las particiones metanólica y etanólica sobre la A. salina 
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tratamiento de padecimientos en humano, a reserva de aplicar otros ensayos toxicológicos 
más extensos (McLaughlin et al. 1998). 
3. Prueba de citoprotección 
Dado que las particiones metanólica y etanólica resultaron con los menores porcentajes 
en el ensayo de hemólisis, en seguida, se evaluó su efecto citoprotector en eritrocitos 
humanos contra la hemólisis inducida por el radical AAPH•. Brevemente, la suspensión 
de eritrocitos (10%) se expusieron al AAPH• por 2 h 30 min a 37°C bajo agitación 
moderada. Como se puede apreciar en la Figura III.4, el efecto citoprotector de las dos 
particiones fue efectivo a concentraciones ≥ 200 ppm, evitando totalmente la hemólisis. 
A partir de 100 ppm, se observó una disminución del efecto citoprotector de ambas 
particiones, obteniendo valores de 55 y 35% para la etanólica y metanólica, 
respectivamente. Con respecto a los controles, el AAPH• indujo 100% de hemólisis en el 
control positivo (SER + PBS + AAPH•), mientras que el control negativo (SER + PBS) 
no presentó hemólisis. El análisis de ANOVA mostró que existe una diferencia 
significativa (α =0.00) entre los tratamientos (i.e. particiones y controles (α =0.00) y la 
prueba de Tukey mostró que existe una homogeneidad entre el efecto de los tratamientos 
de 200 a 1000 ppm (citoprotección > 95%). El efecto citoprotector pudo deberse a la 
presencia de taninos y flavonoides en las particiones. En estudios previos se ha reportado 
que los polifenoles son potenciales antioxidantes (Alvarez-suarez et al.2012; Chaudhui et 
al. 2007; Martinez-Flórez et al. 2002; Zhang et al. 2014). La baja citoprotección a 100 




Figura III.4. Efecto citoprotector en eritrocitos humanos en función de la concentración de las particiones 
etanólica y metanólica de E. Tirucalli. 
4. Factor de protección solar 
Aunque existen varios factores extrínsecos (e.g. contaminación, productos químicos) que 
pueden perjudicar la salud de la piel, se ha reportado que la exposición a la radiación UV 
es la principal causa de cáncer cutáneo y envejecimiento celular (Amores et al. 2018). 
Además, la radiación solar es considerada como la mayor fuente de producción de 
radicales libres en el cuerpo, provocando estrés oxidativo. Particularmente, las 
radiaciones UV-B son capaces de generar mutagénesis, carcinogénesis y senescencia 
celular, ya que actúan directamente en el ADN celular (Chen et al. 2012). 
En el presente estudio, se determinó el potencial fotoprotector de las particiones 
metanólica y etanólica de E. tirucalli, mediante el método in vitro descrito por Mansur 
(mansur 1980), usando como control positivo a la benzofenona (Sigma-Aldrich). Como 
se muestra en la Figura 3, a 250 µg/mL, ambas particiones presentaron efecto 
fotoprotector frente a las radiaciones UV-B. El FPS fue de 9.25 para la partición 
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III.5). La prueba de ANOVA exhibió que existe una diferencia significativa entre los tres 
tratamientos, con un nivel de significancia de 0.00. En particular, el extracto etanólico fue 
el que presentó el mayor factor de protección solar, alcanzando más del triple de 
protección comparado con la benzofenona (de 100 a 250 µg/mL). También, se obtuvo 
mayor FPS con el extracto metanólico comparado al control positivo. De acuerdo 
con Ramos e Ivonne (Ramos y Ivonne 2010), el potencial fotoprotector de dichos 
extractos podría ser relacionado a su contenido polifenoles, ya que fueron puestos en 
evidencia en su el perfil fitoquímico que se les realizó. La presencia de dichos 
compuestos contribuye a explicar porque el factor de protección solar de la partición 
etanólica fue prácticamente el doble que el factor de la partición metanólica. La partición 
etanólica presentó un mayor contenido en polifenoles totales (19.46 µg EAG/mL) en 
comparación con la partición metanólica (3.52 µg EAG/mL).  
 
Figura III.5. Factor de protección solar (FSP) frente a las radiaciones UV-B (290-320 nm) de las 
particiones metanólica y etanólica, usando como control positivo la benzofenona a diferentes 
concentraciones con respecto a los extractos. 
 
5. Fenoles totales 
La cuantificación de los fenoles totales se realizó usando como referente una curva de 
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	51	
𝑨𝒃𝒔 = 𝟎.𝟎𝟏𝟕𝟏𝑪𝒐𝒏. á𝒄.𝒈𝒂𝒍− 𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟐 
donde, “𝐴𝑏𝑠” es la la absorbancia y “𝐶𝑜𝑛. á𝑐.𝑔𝑎𝑙” la concentración de ácido gálico. 
Los resultados exhibieron que la partición etanólica tuvo mayor contenido en polifenoles 
totales, con una concentración de 19.4588 µg EAG/mg de extracto, mientras que para la 
partición metanólica fue de 3.52 µg EAG/mg de extracto. Dicho resultado puede ser 
relacionado por la presencia de taninos (Tirucallina A) y flavoindes en la partición 
etanólica, mientras que la partición metanólica exhibió unicamente la presencia de 
flavoides, como referencia a los polifenoles; estos compuestos, son generalmente 
considerados como potenciales antioxidantes con capacidad de eliminar aniones 
superóxido y radicales hidroxilo. Cabe señalar que de acuerdo con algunos autores, los 
taninos presentes en el extracto etanólico de E. tirucalli, tienen potencial cicatrizante, el 
cual puede considerarse como un efecto biológico positivo adicional de las particiones 
para su aplicación en la piel ( Aisah et al. 2018: Goutam y Sadhan 2017).  
III.5  Conclusiones 
Las pruebas sobre eritrocitos humanos revelaron que las particiones metanólica y 
etanólica no son hemolíticas pero potenciales citoprotectores a dosis-dependiente. Con 
respecto a la actividad fotoprotectora, ambas particiones exhibieron un factor de 
protección solar superior al control positivo (Benzofenona). Estas actividades biológicas 
en conjunto pueden revelar que es probable que la aplicación tópica de particiones de E. 
tirucalli puedan ayudar al sistema natural de renovación del cuerpo humano debido su 
efecto citoprotector. Estas actividades biológicas se sumarían a las anteriormente 
reportadas para extractos de la parte área de E. tirucalli, por ejemplo, la antimicrobiana y 
su efecto promotor de síntesis de colágeno (Aisah et al. 2018). Sin embrago, debido a los 
resultados del modelo de A. salina, se tienen como perspectivas ampliar los ensayos de 




CAPÍTULO IV: ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA IN VITRO DE 
EXTRACTO FORMULADO EN NANOPARTÍCULAS 
POLIMÉRICAS  Y DESARROLLO DE NUEVO ENFOQUE DE 
CUANTIFICACIÓN MEDIANTE FT-IR. 
 
IV.1. Resumen  
 
Una amplia gama de estudios han demostrado la eficacia de los fitoconstituyentes de los 
extractos de plantas como alternativa prometedora en la cura de enfermedades humanas. 
Sin embargo, la aplicación de dichos activos mediante formas de dosificación 
convencionales limita su efectibilidad farmacológica, afectando así su biodisponibilidad, 
solubilidad, absorción, estabilidad. El objetivo del presente trabajo fue determinar la 
actividad antifúngia in vitro de la partición metanólica de E. tirucalli encapsulado en 
nanopartículas poliméricas usando la Eudragit S100 como polímero. La cuantificación 
del extracto encapsulado se realizó mediante el método de espectroscopía de infrarrojo, 
empleando la banda de absorción correspondiendo al grupo N-H entre 1640-1500 cm-1, 
grupo que marcó la diferencia entre el extracto y el polímero de encapsulación. Para la 
curva de calibración, se empleó un rango de concentración de 100 a 3000 µg/mL, rango 
en el cual se obtuvo una de linealidad con un R2 de 0.98 y 0.99 con el área de bajo la 
curva y el punto más alto, respectivamente. Con respeto a las nanoparticulas poliméricas 
cargadas con la partición metanólica de E. tirucalli, los cinco lotes empleados no 
presentaron diferencia significativa en sus característica físicas; el tamaño varió entre  
90.257±0.935 y 93.737 ± 1.285, el IPD entre 0.125±0.001 y 0.187±0.006, el potencial Z, 
entre 5.45±0.435 y -7.797±1.150 (p>0.05). Con respeto la cuantificacaión del extracto 
formulado, se solubilizaron las pastillas de nanoparticulas cargadas con el extracto 
vegetal en 0.5 mL de metanol; posteriormente se procedió el análisis por espectroscopía 
de infrarrojo de todos los lotes de interés. Se obtuvo que los lotes presentaron un 
porcentaje de encapsulación bajo de  2.86 a 3.13%, resultado que se correlaciona con el la 
eficacia de encapsulación. Finalmente se obtuvo que la Nanopartículas cargadas con 
extracto de Euphorbia tirucalli tiene un potencial antifúngica frente a aislados clínicos de  
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Tricophyton rubrum y T. interdigitalis con una Concentración Mínima Inhibitoria de 
55.55 y 0.1 µg/mL respectivamente. 
 
IV.1. Introducción  
 
Las infecciones fúngicas están causadas por una amplia variedad de hongos capaces de 
afectar la salud humana a diferente nivel de su anatomía (tópica, profunda y sistémica). 
Aun que dichas infecciones afectan en menor proporción los pacientes sanos, no es los 
mismo con pacientes que presentan enfermedades crónico-degenerativa (SIDA, diabetes, 
cáncer, etc.) o con el sistema inmune debilitado (pacientes con trasplante de órganos), ya 
que pueden afectar de forma negativa la vida (fatal) de este rango huéspedes (Garza-
Garza y Ocampo-Candiani 2014; Bonifaz 2016; Arenas y Moreno 2010). En lo que es de 
las infecciones dérmicas causadas por hongos, tenemos las que están causadas por (i) 
dermatofitos que se manifiestan clínicamente como tiñas; (ii) levaduras, que se 
manifiestan como dermatosis por candida y pitiriasis versicolor; y (iii) hongos 
filamentosos no-dermatofitos, que se manifiestan como tiña negra e infecciones de la 
placa ungueal en humanos (Bonifaz 2015; Bonifaz 2008; Havlickova 2008). Las 
infecciones micóticas de la piel provocan un cambio del pH de la piel, enrojecimiento, 
inflamación y descamación en el sitio de la infección, lo que altera la barrera que ofrece 
la piel. La infección cutánea por hongos es la infección de la capa epidérmica y se 
denomina dermatomicosis (Watanabe 2008).  
Por otro lado, el uso de las plantas con fines terapéuticos se remonta desde hace más de 
10 mil años con evidencia en la lucha contra enfermedades humanas (Yasilada 2005). 
Hoy en día,  se reconoce que las plantas contienen metabolitos secundarios de  
importantes para curar o prevenir patologías humanas. Es importante mencionar que 
estudios previos reportaron que las plantas medicinales poseen actividad farmacológicas 
tales como actividad antibacteriana, antifúngica, antiinflamatoria, antioxidante, 
analgésico, entre otras (Andrea et al. 2016; Cristian et al. 2017; Rivas-Morales et al. 
2016; Pérez-Narváez et al 2019; Prabha et al. 2008). En la actualidad, los medicamentos 
en base a plantas medicinales están tomando mucha popularidad, por lo mismo que 
dichas plantas se usan en la medicina popular; sin embargo, es importante mencionar que 
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la dosificación de dichas fuentes medicinales se hace generalmente de forma tradicional o 
de forma convencional (geles, lociones, cremas) (Hamishekhar et al. 2013). Estudios 
previo reportan que esta formar de aplicación presenta una amplia gama de desventaja, 
tales como la baja biodisponibilidad del principio activo, baja solubilidad, la baja 
absorción, baja estabilidad, limitando así la efectividad terapéutica del principio activo 
vía el cambio de la concentración terapéutica deseada. De acuerdo con Hamishehkar et 
al. 2013, la clave para una administración tópica eficiente es prevenir o reducir la 
difusión del fármaco en la circulación sistémica y dirigir el fármaco a una capa cutánea 
específica. Por lo tanto, se están desarrollando formas de dosificación más efectivas a 
partir de nanopartículas poliméricas para mejorar el sistema de entrega de principio 
activos limitando así las fallas terapéutica (Kaur y Kakkar 2010), efectos adversos e 
invasión del fármaco. 
El objetivo del presente trabajo consistió en determinar la actividad antifúngica de 
extracto matanólicos de Euphorbia tirucalli formulados en nanoparticulas poliméricas 
sobre aislados clínicos de dermatofitos.  
 
IV.2. Materiales y Métodos 
 
Reactivos. Se utilizó la Eudragit S100 como polímero formador de las NP, particiones de 
extractos de E. tirucalli como como principio activo, Metanol y etanol grado analítico 
(Sigma-Aldich) como disolventes, tween 80 al 1% como estabilizador de las 
nanoparticulas. 
Elaboración de las nanopartículas poliméricas (NP). Las NP se prepararon mediante el 
método de nanoprecipitación de Armendáriz-Barragán et al. 2016. Inicialmente se 
prepararon las dos fases de síntesis, una fase orgánica (FO) compuesta de una mezcla 
solvente, Eudragit S100 y extracto de E. tirucalli, y una fase acuosa (FA) compuesta de 
tween 80 al 1%. En efecto, para la preparación de las NP, se inyectó la FO en la FA 
anteriormente en agitación magnética constante, lo que permite la agregación del 
polímero, atrapando el extracto en su interior y dejando así en suspensión las NP en la 
FA. Posteriormente, la suspensión dicha suspensión fue sometida a una evaporación a 
presión reducida usando un rotavapor para separar el solvente del lote de nanopartículas. 
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Figura IV.1. Síntesis de naparticulas poliméricas por método de nanoprecipitación. (1) Inyección de la FO 
en la FA; (2) Liberación de la suspensión de NP del disolvente (MeOH/EtOH); (3) Determinar las 
características físicas de las NP. 
 
Caracterización física de las NP. Dichas características se obtuvieron por espectroscopia 
de correlación fotónica, en lo que es del tamaño y el índice de polidispersibilidad (PDI), 
con respeto al potencial Z, se determinó por microelectroforesis con láser Doopler en un 
Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments, USA). 
 
1. Cuantificación de nanopartículas cargadas con particion de E. tirucalli (NP-
Ext) por espectrocopía infrarroja.  
 
Se utilizó un espectrofotómetro convencional FTIR Bruker IFS 66 con digitalización de 
espectros que permite obtener archivos electrónicos de los análisis. En efecto, dicho 
método implica una etapa de: 
Selectividad.  En esta etapa, se analizó la refractancia total del extracto, surfactante 
(tween 80) y polímero de formación de la NP con la finalidad de identificar el grupo 
funcional mayoritariamente presente en la partición/extracto y ausente en el excipiente y 
el polímero formador. 
Linealidad.  Se determinó mediante la ley lambert-Beer que estipula que la intensidad de 
absorbancia de una sustancia es proporcional a su concentración. Por lo que se tomó la 
absorbancia de las particiones disueltos en metanol/etanol a diferentes concentraciones 
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(100-3500 µg/mL) con el fin de determinar el rango de linealidad de la absorbancias 
versus concentración. Los espectros infrarrojos se registraron en el rango de 4000–400 
cm-1, a resolución de 4 cm-1 y 64 barridos por espectro. El área de bajo la curva y altura 
de la banda ubicada a 1604 cm-1 se emplearon como variables cuantitativas para la 
obtención de curva de calibración y la R-cuadrada. Para dicha banda, la línea de base se 
corrigió en el rango de 1640-1550 cm-1; luego, se midió la altura máxima de la banda en 
el misma área, y se usaron para construir las curvas analíticas y para la determinación del 
porcentaje de extracto encapsulado.  
Precisión y exactitud del extracto. Esta etapa se realizó el análisis IR de los límites de la 
curva de calibración (100, 3000 µg/mL), tratamiento de las pastillas y se procesaron los 
datos obtenidos. En efecto, se analizaron 6 soluciones estándares de cada limite y a la 
concentración de 1000 µg/mL correspondiendo a la concentración teórica de las NP-Ext. 
Tratamiento y análisis de las pastillas de NP. Se procedió inicialmente la obtención de 
las pastillas de NP-Ext posterior a la centrifuga de los lotes de NP a 25 000 rpm durante 
2h 30 min; posteriormente, se eliminó el sobrenadante y las pastillas se conservaron a 
temperatura ambiente hasta sequedad a temperatura ambiente.   
Cuantificación del extracto incorporado en las nanopartículas. Los lotes de NP-Ext se 
disolvieron en 0.5 mL de metanol, Posteriormente, las soluciones se analizaron por el 
método FT-IR. Finalmente, se determinó la eficiencia de encapsulación (% EE) y el 
porcentaje de encapsulación (% E) en base a las siguientes fórmulas:   
%𝑬𝑬 = !𝒈  𝒅𝒆 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒐 𝒆𝒏 𝒍𝒐𝒕𝒆 𝒅𝒆 𝑵𝑷!𝑬𝒙𝒕
𝟐∗ !𝒈 𝒅𝒆 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒐 𝒆𝒏 𝒍𝒂 𝑭𝑶
∗ 𝟏𝟎𝟎                               (𝟏)  
%𝑬 = !𝒈  𝒅𝒆 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒐 𝒄𝒖𝒂𝒏𝒕𝒊𝒇𝒊𝒄𝒂𝒅𝒐 𝒆𝒏 𝑵𝑷
!𝒈  𝒅𝒆  𝒑𝒐𝒍𝒊𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐
∗ 𝟏𝟎𝟎                                (𝟐)  
2. Actividad antifúngica 
Preparación de inóculos. Las cepas fueron activadas inicialmente en agar papa dextrosa 
(PDA), durante 21 d a 28°C. Posteriormente, las colonias fúngicas fueron cubiertas con 
10 mL de agua destilada estéril, y se rasparon suavemente las superficies con un asa 
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estéril; las mezclas obtenidas fueron posteriormente filtradas con una gasa estéril, para 
separar las conidias de las hifas y partículas de agar. Antes de realizar las pruebas 
biológicas, las suspensiones de conidias fueron ajustadas a una concentración de 1 a 3 x 
104 UFC/mL después de un conteo en un hematocitómetro. 
 
Prueba biológica. La sensibilidad antifúngica in vitro se determinó mediante  una 
modificación del metódo de microdilución descrito en el protocolo de M38-A por el 
Clinical and Laboratory Standards Institute, usando (CLSI, M38-A2 2008). En efecto, a 
partir de los lotes obtenidos, se realizaron diluciones seriadas en microplacas de 96 pozos 
a fondo plano, usando como diluyente el caldo Müeller-Hinton con rojo fenol como 
indicador de pH. Posteriormente, se agregaron 100 µL de solución de conídias; se usó 
como control positivo clotrimazol (Sigma-Aldrich). Como blanco, se utilizaron lote de 
nanopartículas no cargadas con extracto, sin inóculo; se uno tween 80 al 1% como 
control negativo, mediante el mismo sistema, con inóculo. Con respecto al control de 
crecimiento, se inocularon 100µL de cada cepa en 100 µL de medio. Las mezclas 
obtenidas se incubaron a 28°C durante 120 h.  
La actividad antifúngica se determinó mediante la concentración mínima inhibitoria 
(CMI), definida según la CLSI como aquella concentración capaz de inhibir el 
crecimiento del hongo (%H) en un 80% en comparación con el control de crecimiento. 
%𝑯 = 𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍! 𝑻𝒓𝒂𝒕𝒂𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐!𝑩𝒍𝒂𝒏𝒄𝒐
𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍
∗ 𝟏𝟎𝟎          (3) 
3. Análisis Estadístico  
La valorización numérica de los espectrogramas obtenidos por IR se realizó mediante el 
uso del estadístico Origin.Lab y el programa Excel 16.0®. El análisis estadístico de las 
características físicas de los lotes de nanopartículas cargadas con extracto de planta se 






IV.3. Resultados y discusión 
 
Elaboración nanopartículas poliméricas. El tamaño de las partículas es una de las 
características más importantes de los sistemas nanoportadores; en efecto, influye sobre 
liberación del fármaco, la biodistribución, la absorción celular y la estabilidad de las 
formulaciones (Armendaáriz-Barragán et al 2016; Rafiee et al 2019). En el presente 
estudio, las NP-Ext preparadas en diferentes lotes mostraron un tamaño de partícula 
medio en el rango de 90.257±0.935 a 93.737±1.285 nm, mientras que las NP sin extracto 
mostraron un tamaño de partículas de 53.6±0.389; dicha diferencia en el tamaño 
evidencia la encapsulación del extracto.  
Por otro lado, la homogeneidad en la distribución del tamaño y dispersión de las NP se 
evaluó con el valor del índice de polidispersibilidad (PDI). El PDI de las NP de Eudragit 
S100 cargadas con extracto de E. tirucalli osciló entre 0.125±0.001 y 0.187±0.006, es 
decir, <0.2, lo que indica una buena distribución de tamaño de las NP-Ext (Kesente et al. 
2017).  
      Tabla.IV.1: Características físicas de las nanopartículas cargadas con extracto de 
E. tirucalli. 
Lotes  Tamaño (nm)* IPD* Potencial Z (mV)* 
L1 90.573±1.075 0.187±0.006 -7.797±1.150 
L2 91.4±1.668 0.142±0.021 -5.737±0.349 
L3 93.457±0.654 0.137±0.015 -5.74±0.575 
L4 93.737 ± 1.285 0.168±0.005 -5.45±0.435 
L5 90.257±0.935 0.125±0.001 -5.513±0.606 
Promedio 91.885 0.152 -6.047 
Dev 1.621 0.025 0.987 
Blanco 53.6±0.389 0.115±0.009 -8.39±0.491 
n=5; * no hay diferencia significativa entre las variables (p>0.05, 𝜶=1) 
 
Como otro parámetro importante en la caracterización de las NP, esta también el 
potencial zeta, ya que permite medir la carga superficial, así como informa sobre la 
estabilidad dispersión (Kesente et al. 2017; Roussaki et al. 2014). Como se puede 
apreciar en la Tabla IV.1, no se obtuvo diferencia significativa en cuanto a dicho 
parámetro en los 5 lotes de estudio. Se obtuvo valores de potencial Z negativos (-
5.513±0.606 a  -7.797 ± 1.150 mV), lo que es indica un estabilidad en suspensión, como 
para decir que no tiene tendencia en agregarse. Es importante mencionar que también se 
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obtuvo un valor negativo en potencial Z del blanco de las NP (Z=-8.39±0.491). De 
acuerdo con Biswaranjan et al. 2015 dicha carga se atribuye a los grupos de ácido acrílico 
libre de la Eudragit S100, como polímero aniónico. Sin embargo, en el cuadro de este 
estudio, se puede considerar que se obtuvieron un sistema matricial (nanoesfera) con una 
dispersión del principio activo dentro de la NP; dicha hipótesis se concretiza con los 
espectrogramas de las Blanco (NP no cargadas con el activo) y NP-Ext obtenidos en el 
FT-IR (Figura VI.2) 
 
Figura IV.2. A) Estructura química de la Eudragit S100; B) Espectros de  FT-IR de nanoesferas de NP-
Ext, NP de Eudragit S100 (blanco). 
 
Estadísticamente hablando, es importante mencionar que no se obtuvo diferencia 
significativa cuanto en el tamaño, IPD y potencial Z de los cinco lotes de NP-Ext 
obtenidas (P>0.05); lo que revela homogeneidad en las poblaciones de lotes de NP-Ext 
empleados, sino también la reproducibilidad en el método de síntesis de estos últimos. 
 
1. Cuantificación de nanopartículas cargadas con particion de E. tirucalli (NP-
Ext) por espectrocopía infrarroja.  
 
Estudio de las condiciones del equipo. Los parámetros instrumentales, tales como la 






las mejores condiciones analíticas en el uso de la espectrometría infrarroja con fines 
cuantitativos, ya que influyen en la magnitud de las señales y el tiempo de análisis 
muestral (Robaina et al. 2013). Sin embargo, en este estudio, solo se empleó el número 
de barrido como variante analítica dado que el equipo tiene una resolución estándar de 4 
cm-1 (Espectrómetro FT-IR FRONTIER, Perkin-Elmer, USA), y se analizó el 
comportamiento visual del espectro de IR ubicado entre 1640-1500 cm-1 (1665-1525 cm-
1, como valor ajustado), correspondiendo al grupo amino (N-H). 
Selectividad. En la primera etapa del desarrollo del método analítico se obtuvo la 
transmitancia total del extracto, de la Eudragit S100 y del tween 80 para identificar las 
señales de la espectroscopia mayoritariamente presente en el extracto y ausente en el 
polímero de encapsulación y el surfactante (Figura IV.2). Por lo que se seleccionó la 
banda de intensidad que se encuentra entre 1640-1500 cm-1 que se atribuye al 
estiramiento del grupo amino (N-H) 
 
Figura IV.2.- Espectro infrarrojo comparativo del extracto, del tween 80 al 1% y de la eudragit S100. 
 
Linealidad. Para determinar el rango de linealidad de absorbancia versus concentración 
del extracto de planta, se prepararon una serie de soluciones de distintas concentraciones 
extracto vegetal disuelto en metanol. Posteriormente, dichas soluciones fueron analizadas 
mediante espectroscopia de infrarrojo (Figura IV.2) y se determinó el rango de linealidad 
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del grupo amino en el rango de 1640-1560 cm-1 ajustado a 1670-1550 cm-1. La curva de 
absorbancia versus concentración se determinó mediante el cálculo del área de bajo de la 
curva y del punto más alto. Los resultados indicaron un rango de linealidad entre 100-
3000 µg/mL con una R2 de 0.98 para el área de bajo de la curva (Figura IV.3). 
 
 
Figura IV.2.- Espectro de IR de soluciones con extracto a diferente concentración. 
 
Figura IV.3.- Rango de linealidad de la concentración versus área de bajo de la curva. 
 
Precisión y Exactitud. Para la precisión y exactitud, se realizó inicialmente el análisis IR 
de soluciones estándares del extracto de planta correspondiendo a los límites de la curva 
de calibración (100, 1000 y 3000 µg/mL) (Figura IV.3); después, se precedió el 
tratamiento de las pastillas de NP-Ext (extracción) y su análisis de IR respectivo, y 
finalmente se procedió a la valorización numérica de los espectros infrarrojos (Tabla 1).  
y = -0,0005x - 0,1407 
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Se determinó la desviación estándar relativa para evaluar la respetabilidad (precisión) y 

















































































































































































































































































































































   
   
   
   
   
   
   
   





















calibración usando el área de bajo de la curva al igual que el punto más alto tienen buena 
respetabilidad y reproducibilidad, con valores de -3.92; dicho resultados es muy similar a 
los resultados obtenidos por Pandey; et al., 2007. También, se obtuvo 0.001 µg/mL como 
límite de detección del extracto y 0.003 µg/mL como límite de cuantificación.  Estos 
resultados justifican que el presente método de cuantificación usando FT-IR es el 
adecuado y confiable para la cuantificación de extractos de E. tirucalli a partir de las 
nanoformulaciones.  
 
Porcentaje de encapsulación. Dentro de los parámetros importantes en la determinación 
en la determinación del de la defectibilidad farmacológica de los nanoformulados, se 
encuentra la cantidad de fármaco presente en dicho nanoportador; En este trabajo, dicho 
parámetro se determinó mediante el método de FT-IR. En efecto, se emplearon 5 lotes de 
NP-Ext preparadas en la misma condición,  en base a una concentración teórica de 
extracto igual a 1000 µg/mL. Los resultados obtenidos se enumeran en la Tabla IV.2, 
utilizando el área de bajo de la curva de la banda característica considerada en 1604 cm-1. 
Se obtuvieron eficacias de encapsulación que oscilan entre 42.93 y 46.93 %, Dicho valor 
es similar al reportado para otras formulaciones de NP biodegradables usando el mismo 
polímero con otros con extractos de planta y evaluados HPLC (Tanriberdi y Yapar 2017; 
El-Maghawy et al. 2020; Ramzy et al. 2020). Con respeto a porcentaje de encapsulación 
(%E), se obtuvieron valores bajos (entre 2.86 y 3.13%) , considerados bajos, dichos 
porcentajes podrían justificar el tamaño de las NP-Ext obtenidas. Aunque el metanol sea 
un compuesto altamente hidrofílico, debido a que se usaron extractos de planta como 
principios activos, es importante mencionar estos últimos suelen presentar dificultades en 
disolverse en su totalidad, lo que dificulta la incorporación en el sistema de NP (Nguyen 
et al. 2014). Los errores relativos porcentuales entre 53.7 y 57.07%; cabe mencionar que 
dicho error es relativo a la concentración de extracto en las NP, representando así la 
magnitud de la encapsulación (que tan cerca esta la concentración del extracto 
encapsulado del valor teórico). De acuerdo con la farmacopea Brasileña (Anvisa 2019), el 
rango del error relativo porcentual debería de ser inferior al 10% en comprimido, sin 
embargo, en el cuadro de este estudio, se obtuvieron valores muy altas, lo que podría 
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estar relacionado a la dificultad en la encapsulación del activo en comparación con el 





























































































































































































































































































































































































2. Actividad antifúngica in vitro de extracto formulados en nanopartículas 
poliméricas de E. tirucalli. 
Con el fin de comparar la actividad antidermatofítica de la partición cruda y formulada de 
E. tirucalli, se determinó también la CMI y la CMF de la partición metanólica 
encapsulada en nanopartículas poliméricas usando la Eudragit S100 como polímero de 
encapsulación.   Se obtuvo una alta diferencia entre las CMI y las CMF de las NP-Ext y 
el extracto crudo; en efecto, se obtuvo una CMI de 55.55 µg/mL y de 0.1 µg/mL con las 
NP-Ext, mientras que estos mismos valores fueron de 125 µg/mL frente a T. rubrum y T. 
interdigitalis  respectivamente (Tabla IV.3). Dicha mejoría de la actividad biológica 
podría estar relacionado con las propiedades fisicoquímicas encontradas de las NP-Ext. 
Como se observa en la tabla IV.1, el tamaño promedio de las NP-Ext oscila entre 
90.257±0.935 y 93.737 ± 1.285 nm; este pequeño tamaño proporciona a las NP-Ext le 
proporciona una mayor contacto con el microorganismo, donde la mejoría del potencial 
farmacológico con las NP-Ext en comparación con el extracto crudo (Roduner 2006).  De 
acuerdo con Roduner et al. 2006,  Las nanopartículas más pequeñas tienen una relación 
superficie-volumen más grande, por lo que el número de partículas por unidad de masa 
aumenta en comparación con las partículas más grandes. Lo que induce un cambio 
significativo en el comportamiento farmacológico; como para decir que una superficie de 
contacto más grande conduce a una mayor reactividad (Roduner 2006; Donaldson y 
Stone 2014). 
También, se obtuvo que la carga superficial de las NP-Ext sintetizadas es negativa. Dicha 
carga, además de reflejar la estabilidad de las NP-Ext, permite una mayor atracción 
electrostática con la pared fúngica y los receptores dérmicos; dicha interacción podría 
constituir un punto crucial en la actividad antifúngica, dado que potencializa la absorción 
farmacéutica del extracto aumentando así su biodisponibilidad en el medio intracelular, lo 
que aumenta la toxicidad del activo (Roduner 2006; Zillich et al. 2015). En estudio 
similares, se ha comprobado que extractos de plantas formulados en NP poliméricas con 
carga negativa permitía la penetración de las NP cargadas con extractos de planta y 
liberación controlada en la piel. Otros estudios comprobaron que las NP cargadas 
negativamente potencializan la actividad farmacéutica de extractos de plantas sobre los 
microorganismos de afección dérmicas (Tamago et al. 2017; Krausz et al. 2017). 
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Por otro lado, las NP-Ext obtenidas en el presente estudio, al ser de naturaleza coloidal 
con un dispersión del activo dentro de la matriz polimérica, además de tener una carga 
negativa, podrían tener mayor selectividad en sistemas biológicos y un destino más 
dirigido, lo que limitaría considerablemente los posibles efectos adversos del principio 
activo (partición) (Armendáriz-Barragán	et	al.	2016). De acuerdo con Feng et al., 2015, 
las NP de carga negativa tienen menor afinidad con la membrana plasmática de las 
células en comparación con las NP cargadas positivamente (Feng	et	al.	2015).  
Como otro factor que podría justificar la mejoría de la NP-Ext sobre la partición cruda de 
E. tirucalli es la naturaleza del solvente empleado en la prueba biológica, lo que puede 
afectar considerablemente la hidratación  e interacción de la forma de dosificación y del 
microorganismo. De acuerdo con Upadhyay et al. 2019, las formas de dosificación 
acuosas  facilitan la absorción del fármaco en comparación a las otras formas de 
aplicación. Cabe mencionar que en el tratamiento actual de infecciones fúngicas 
superficiales se usa comúnmente fármacos insolubles en agua (anfotericinas, azoles y 
alilaminas), lo que reduce su penetración dérmica  e interacción con el agente etiológico, 
lo que reduce su eficacia contra los hongos patógenos de la piel (Akhtar	et	al.	2013).   
 
Conclusión  
La banda de absorción del grupo amino del extracto (1640-1550) proporcionó suficiente 
sensibilidad y selectividad para la determinación del principio activo en las NP-Ext.  
Tabla IV.3: Actividad antidermatofítica de la partición metanólica cruda y formulada de E. tirucalli frente 
a aislados clínicos de dermatofitos. 
 
Cepa de dermatofito  
 
Partición metanólica NP-Ext Clotrimazol 
100% 80% 100% 80% 100% 80% 
Trichophyton rubrum 500 125 250 55.55 0.4 0.1 
T. interdigitalis 125 125 71.43 0.1 0.1 0.0004 
n= 3. Resultados expresados en 	µg/mL. 
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Donde dicho método se podría considerar como una excelente alternativa al método 
















































En el presente estudio, se comprobó que las particiones metanólica y etanólica de 
Euphobia tirucalli tienen actividad antifúngica frente a aislados clínicos de dermatofitos, 
en especifica Tricophyton rubrum y T. mentahrophytes. El encapsulado en nanoparticulas 
poliméricas de la partición metanólica de dicha planta muestro una mejoría en la 
capacidad farmacológica de dicho extracto, lo que dicha partición como posible 
tratamiento o coadyuvante para las dermatofitosis. Con respeto a las pruebas de toxicidad 
eritrocitaria, se obtuvo que dicha partición además de no ser toxica, es citoprotector, 
como para decir que podría apoyar el sistema natural de defensa del cuerpo, evitando así 
los efectos secundarios gracias a su efecto antioxidande. En efecto, hoy en día, se conoce 
la dificultad en el tratamiento de infecciones fúngicas debido a la dificultad de encontrar 
activos que presenta una toxicidad selectiva, ya que los hongos, al igual que el ser 
humanos, son eucariotas; sin embargo, las particiones etanólica y metanólica de E. 
tirucalli, presentaron una alta selectividad toxica. Debido a lo anterior, se propone llevar 
dicho estudios sobre líneas celulares más compleja para evidenciar  con profundidad la 
selectividad toxica de dichas particiones, y llevar los estudios al nivel in vivo vía prueba 
tópicas con las particiones formuladas en nanoparticulas, para evidenciar la actividad 
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A B S T R A C T
Direct detection of pollutants, such as heavy metals, pesticides, and toxins from waste streams and monitoring of
water and soil conditions, are significant challenges in the field of environmental and analytical chemistry. The
current techniques implemented for real-time analysis and monitoring of contaminated specimens have been
limited due to the lack of tools with broad detection limits and the necessity of expensive laboratory equipment. In
this regard, efforts in developing sensing technologies have been put forward during the last years by various
research groups. Moreover, cost-effective, compact, and eco-friendly sensors are required. Nanotechnology pro-
vides leading biosensors using novel nanofabrication and green synthesis techniques. Nano biosensors utilized for
the detection of pollutants exhibit ultra-sensitivity and quick detection time in real-time analysis. Additionally,
detection limits at the nanomolar to picomolar level for pollutants have already been reported in the literature.
Herein, we summarize nanotechnological advances in green chemical sensors for environmental proposes,
focusing on the detection of contaminants in soil and water.
1. Introduction
In recent years, water and agricultural soils have deteriorated due to
the contamination generated by compounds of anthropogenic origin [1].
For these reasons, the use of nanomaterials (e.g., metallic nanoparticles,
polymers, nanocomposites, carbon nanotubes, etc.) has demonstrated
benefits, such as fast, in situ, and real-time environmental diagnosis,
detection, monitoring, and treatment of wastewater matrices [2].
Nanomaterials possess average size in the range of 1–100 nm in at least
one dimension and are characterized for their unique structures and
properties (e.g., mechanical, optical, and electrical) given their large
surface area to volume ratio [3]. The use of bio-elements coupled with
the green functionalization of nanomaterials allows the fabrication of
nano-bio-sensors for environmental monitoring. The remarkable char-
acteristics of nano-bio-sensors compared to the traditional methodolo-
gies make them highly sensitive and cost-effective instruments for
environmental tracking and pollutant detection. They are broadly clas-
sified into two categories, i.e., bio-receptor and transducers. Bio-receptor
based biosensors are further categorized as enzyme, protein, antibody,
bacteria, and DNA based. Based on the transduction methods, biosensors
are categorized into three types, i.e., electrochemical, optical,
calorimetric and mass-based biosensors [4]. Nevertheless, a better un-
derstanding of the properties of nanomaterials and the advantages and
limitations of the current nano-biosensing technologies (Table 1) may
represent a progress in the design of safer products for human health and
environment.
2. Green synthesis of nano-bio-materials
Nanomaterials can be synthesized by diverse chemical, physical,
biological, and hybrid techniques. However, through biological methods,
manufacturing processes facilitate the use of plant extracts, microor-
ganisms (e.g., bacteria and fungi), algae, enzymes, biomolecules, and
industrial or agricultural wastes. Additionally, green methods for on-site
diagnosis of heavy metals became one of the leading solutions proposed
in recent years due to its advantages compared to other environmentally
benign processes; the benefits include ease of availability, non-toxicity,
rapid synthesis, and easy recovery. The combination of nanomaterials
properties with biomolecules results in a synergistic effect that has aided
to achieve competent nano-bio-sensors. Hence, a variety of nano-bio-
sensors for environmental and quality-controlled applications has been
reported as a potential strategy for the detection of plant infections,
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pesticides in soil, or the presence of heavy metals in water, providing
rapid analysis, high sensitivity, and accuracy [5,6]. Fig. 1 shows the
synergy of nanotechnology and green chemistry for the development of
nano-bio-sensors to detect pollutants in soil and water.
2.1. Synthesis of nano-bio-materials using plants
Alkaloids, proteins, carbohydrates, and phenolic compounds are the
most common secondary metabolites used for environmental diagnosis.
It is noteworthy that the synthesis of nano-bio-materials based on these
metabolites consists of a mixture of a metallic precursor (i.e., gold (Au)
and silver (Ag)) with some plant extract; the formation of nanoparticles is
revealed by the change in coloration of the solution due to the nucleation
process of the metallic atoms (change of the oxidation state into a zero
valence state) [7]. The shape of the nanoparticles will depend on the
ability of the extract to stabilize the nanoparticle [8].
2.2. Synthesis of nano-bio-materials using microorganisms
The biological synthesis of nanoparticles through microorganisms
consists of taking target ions from their environment by microorganisms
and converting them into metal ions through biomolecules such as en-
zymes, sugars, and proteins secreted by them [9]. Depending on the
location of nanoparticle synthesis, it can be classified as intracellular and
extracellular synthesis [10,11]. The size and morphology of the nano-
particle depend on the microorganism and factors such as pH or
temperature.
2.3. Synthesis of nano-bio-materials using biomolecules
In general, the main biomolecules used in the synthesis of nano-
particles are small molecules such as carbohydrates (e.g., glucose and
galactose), amino acids, and short peptides used as reducers, allowing
specific detection of the target [12,13]. This process depends on the
ability of biomolecules to activate the development of nanoparticles [14,
15]. Several studies reported the use of monosaccharide (β-D-glucose)
and a polysaccharide (soluble starch) for the synthesis of Ag and AuNPs
[16].
3. Detection of heavy metals in water
Drinking water is a basic need in any country. Thus, rigorous moni-
toring of the presence of chemical contaminants such as heavy metals,
toxins, and biological pollutants (microorganisms) generated by natural
and human causes is required. Regarding the chemical contaminants in
the environment, have heavy metals such as Hg2þ, Cu2þ, Pb2þ, and Cr3þ,
are commonly known for their association to health damage in humans,
being extremely dangerous, even in low concentrations [1]. Further-
more, anionic heavy metals such as PO43", C2O42" NO"3 and SO42", are
related to several diseases such as blue baby syndrome in children (the
consequence of the high concentration of nitrate in the blood) and
fluorosis (the consequence of the high concentration of fluoride) [1,17].
Among the existing solutions to solve this type of problem are chemical
and physical methods. Chemical methods use toxic substances in their
synthesis, and the formation of by-products can have harmful effects on
the environment. On the other hand, physical processes (i.e., lithography,
laser ablation) require a large amount of energy, so it is essential to
mention that these methods can be highly expensive. However, the
limitations of such methods can be effectively controlled by biological
processes, such as using enzyme based strategies [17,18]. Heavy metals
Table 1











✓ Simultaneous detection of
pollutants
# Chemical factors may compromise the stability
under extreme conditions
# Lack of methods to increase their reusability
# Strategies for scalability is still not clear
# Limited detection and quantification of
transformation products
# Inefficiency against multiple contaminants
Fig. 1. Schematic representation of the synergy of nanotechnology and green chemistry for the development of nano-bio-sensors for the detection of pollutants in soil
and water matrices. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)







can be considered as a group of chemical elements, not biodegradable,
capable of accumulating in the food chain and seriously altering the
environment, as well as human health. Because of that, the development
of sensor frameworks that enable in situ control of harmful metal ions
(e.g., Pb2þ, Cd2þ, Hg2þ, and Se2þ) in industrial waste and wastewater has
gained attention in the field of nano-bio-sensors. Colorimetric sensors
based on Au and Ag NPs coupled with biomolecules are currently being
developed due to their simplicity, relatively low price, real-time detec-
tion of the target, and safety. Here, we report some designs presently used
for the selective detection and quantification of metal ions. Table 2
summarizes various nano-biomaterials for environmental diagnosis and
limit concentration of detection of heavy metals in water.
3.1. Detection of Pt2þ, Pd2þ, Co 2þ, Pb2þ, and Hg2þ
A study for detection of metal ions by using peptide-AuNPs probes
reported the high selectivity of various metal ions (Pt2þ, Pd2þ, Co 2þ, and
Pb2þ) except on ionic mercury (Hg2þ) aiding the use of Flg-A3 fusion
peptide (-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-Pro-Ala-Tyr-Ser-Ser-Gly-Pro-
Ala-Pro-Pro-Met- Pro-Pro-Phe-) as a multifunctional agent. In this
method, A3 (AYSSGPAPPMPPF) was used for synthesis and stabilization
of AuNP from an aqueous solution of tetrachloroaurric (HAuCl4).
Simultaneously, the N-terminal region of the peptide (-Asp-Tyr-Lys-Asp-
Asp -Asp-Lys-) allowed the formation of complexes with metal ions by
non-covalent interactions [19].
3.2. Detection of ionic mercury (Hg2þ)
The presence of high amounts of ionic mercury in edible products has
been associated with severe health problems such as sensory, motor, and
neurological damage. Previous studies have reported that ionic mercury
is converted to methylmercury by microorganisms when released into
the sea [16,20]. Indeed, mercury (Hg) is a heavy metal highly present in
the environment. It has natural sources (e.g., volcanic eruptions, forest
fires, etc.) and anthropogenic sources (e.g., coal combustion, waste
treatment, etc.). Exist different forms of mercury present in nature, for
instance, elemental mercury (Hg0), ionic mercury (Hgþ, Hg2þ), and
methylated mercury (monomethyl mercury CH3Hgþ, dimethylmercury
(CH3)2Hg), being methylated mercury the most common form present in
nature and living organisms. Previous studies reported that the strong
binding interactions between dissolved organic matter and Hg promote
the migration of Hg from contaminated soils and sediments to streams,
lakes, and groundwater, thus entering the human food chain via the
consumption of plants, fish, and other living beings capable of accumu-
lating the metal [21,22]. It is essential to mention that the different forms
of Hgþ come from biotic intervention of anaerobic microorganisms and
abiotic processes such as photomethylation or photodemethylation. Ac-
cording to Hongwei Luo et al. [23] the photochemical behavior of Hg
includes photo-oxidation, photo-reduction, photochemical methylation,
and photodegradation.
For targeted detection of Hg2þ ions, a colorimetric method described
by Begum et al. consists of the combination of a nano-bio-material based
on AgNP and the extract of Baccaurea ramiflora, associated as a green
agent. The test involves the slow addition of nanoparticles to a solution
containing ionic mercury and is carried out at room temperature in a
wide pH range (3.73–11.18), and likewise, the presence of ionic mercury
is revealed by a change in coloration [24].
3.3. Detection of ionic chromium (Cr3þ) and manganese (Mn2þ)
Consumption of ionic chromium in high concentration (>50–200 mg
dl 1) is related to mutation and cancer. It has been reported that Cr3þ and
Mn2þ can enter to the environment by discharging effluents from
chemical industries and steel workplaces [25]. One method for selective
recognition of ionic chromium (Cr3þ) is using AuNP stabilized by Xan-
thoceras sorbifola extract (XT-AuNP) as a green agent. This method was
described by Ha et Col and had a limit of detection of ionic chromium at
concentrations of 3 μM [26]. Furthermore, the nano-bio-sensor was
highly effective in the rapid detection of Cr3þ in biological and envi-
ronmental analyses [27]. Another chromium detection method was
developed by using the extract from fresh Anacardium occidentale leaves.
The results confirmed that such a nano-bio-sensor was highly selective
and sensitive to the presence of Cr6þ ions with a detection limit of 1 μM
(Priyanka et al.). The test is carried out aiding the reduction of Cr 6þ ions
in Cr3þ by the secondarymetabolites present in the extract. The detection
of Cr3þ becomes evident due to a change in the coloration of the sample
[28]. Another method of colorimetric detection for Cr3þ and Mn2þ ions
was described by Priyanka et al., and consists of the use of Ag nano-
spheres (C-SNSs) synthesized at different pH values (4.5 and 11.5). The
method is performed by adding a solution of C-SNSs in other solutions
rich in Cr3þ ions at a pH of 4.5, where a color change from yellow to
colorless may be observed as a positive revelation of Cr3þ ions. However,
at pH 11.5, the addition of C-SNSs induces a color change from yellow to
brown, thus, causing a morphology change from nanospheres to square
pyrimity in the presence of Mn2þ ions. The minimum detection con-
centration of Cr3þ and Mn2þ is 0.20 μM [29].
Table 2
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AgNPs Hg2þ μM level [24]
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AuNPs, AgNPs Hg2þ μM level [36]
Dopamine AgNPs Cu2þ μM level [37]
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4. Detection of pollutants in soil
The use of diverse nanomaterials (e.g., metal-based, composites,
carbon-based, etc.) for agricultural proposes has been developed, aiming
to minimize crop loss, to monitor climatic conditions, plant disease
detection, and sensing plant metabolite and toxins in the soil. Nano
sensing technologies, coupled with the employment of bio elements,
represent an alternative to conventional methods for the detection of
pesticides such as liquid gas chromatography (GC), high-performance
liquid chromatography (HPLC), electrophoresis, and mass spectroscopy
[30]. The integration of these nanomaterials with bio elements allows the
enhancement of selectivity, sensitivity, rapid inspection, and target
recognition of pollutants in the soil, such as pesticides. Among the type of
nano biosensors that have been reported in the literature, the develop-
ment of enzyme (electrochemical and fluorescence detection technique),
immuno (electrochemical and fluorescence detection technique), nucleic
(electrochemical detection technique), and whole-cell (bacterial, fungal,
and algal cell-based) have been reported as the most common
nano-bio-sensors for pesticide detection [2]. A research study published
by Cheng and coworkers [31] describes the development of hierarchical
macro-microporous ZIF-8 nanostructures as nano-lipase carriers elec-
trochemical detection of nitrogenous diphenyl ether pesticides (nitro-
fen). The ZIF-8 structures were used to encapsulate and to immobilize
nano-Burkholderia cepacia lipase (nano BCL), this arrangement allowed to
reach a high enzyme activity of 4.3778 U and to reuse at least 5 times for
consecutive hydrolysis reaction. The nano-biosensor was tested in apri-
cots and compared to chromatography methods. Among the advantages,
the nano-biosensor exhibited a better linear range (0–114 μM), a low
limit of detection (0.46 μM), and a reasonable recovery rate. Moreover,
compared to conventional detection methods, the cost of production was
lower, and the operation resulted in more convenience for the detection
of nitrofen. Regarding the use of nucleic techniques, a study performed
by Babolghani et al. reported the simulation and experimental analysis of
a DNA/Cu2O-GS nanostructure, which are to be used as DNA-based
nano-sensors to detect polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) [32].
PAHs have associated toxicity, mutagenicity, and carcinogenicity effects
in living organisms and are representative pollutants of soil [33]. The
simulation studies were calculated based on density functional theory
(DFT). It was found that DNA/Cu2O-GS nanostructure could be used as a
field-effect transistor (FET) to detect PAHs. In this way, benzene, toluene,
and naphthalene were tested to determine their current leakage, the
sensitivity, and dynamic range of transistor for 0.1–10 μM. The energy on
Cu2O-GS nanostructure was more than !0.8 eV, which was ten times
higher than on GS. Table 3 summarizes various nano-biomaterials for
environmental diagnosis and limit concentration of detection of pollut-
ants in soil.
5. Concluding remarks and outlook
The development of greener technologies to detect toxic pollutants in
soil and water represents a real challenge worldwide. Nanotechnology
has been established to accomplish the aim of maintaining environ-
mental sustainability. Fabrication, design, and functionalization of
nanomaterials reduce waste generation and preserve eco-friendly syn-
thesis techniques. The implementation of nano-bio-sensors to detect
potential pollutants and toxic compounds such as heavy metals in water
or pesticides in soil has revealed their high-performance and a vast
number of desirable features such as high sensitivity, small size, cost-
effectiveness, and easy portability. Moreover, their fabrication tech-
niques based on green synthesis methods minimize adverse environ-
mental impacts and become an exceptional tool for progress in the
environmental research field. Despite, nano-bio-sensors have portrayed
excellent performance and reliable data in terms of pollutant recognition.
Additionally, companies and research groups involved in nano-
biosensing innovations must plan public and occupational policies for
safety management of nano-bio-materials aiding the performance of life
cycle analysis related to nature and external factors affecting the prop-
erties of the materials in question.
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BSA: Bovine serum albumin
NPs: Nanoparticles
C-SNSs: Silver nanospheres
DFT: Density functional theory
FET: Field effect transistor
GA: Gallic acid
GC: Liquid gas chromatography




HPLC: High-performance liquid chromatography
MP: Methyl Parathion
NBLM: Nano bilayer lipid membranes
OP: Organophosphate pesticides
PAHs: Polycyclic aromatic hydrocarbons
PCBs: Polychlorinated biphenyls
PGA: Polyglutamic acid
s-SWCNTs: Semiconducting single-walled carbon nanotubes
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